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BMCMC bone marrow-derived cultured mast cell (Knochenmark-generierte kultivierte
Mastzelle)
BSA Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
CCL CC-motif chemokine ligand
CD Cluster of Differentiation, Differenzierungsantigen
cDNA complementary deoxyribonucleic acid (komplementäre DNA)
CO2 Kohlenstoffdioxid
CokuMZ MZ, mit Fb cokultiviert
CTMC Connective tissue mast cell (Bindegewebsmastzelle)
CXCL CXC-motif chemokine ligand
CXCR CXC-motif chemokine receptor




ddH2O doppelt destilliertes Wasser
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid





ELISA Enzyme-linked Immunosorbed Assay
Etar-1 Endothelinrezeptor Typ A
EtBr Ethidiumbromid
FACS Fluorescence activated cell sorting (Fluoreszenz-aktivierte Zytometrie)
Fb Fibroblast















InMZ MZ, ohne direkten Zellkontakt mit Fb cokultiviert






MC-CPA Mast cell carboxypeptidase A
MCP Mast cell committed progenitor (MZ-Vorläuferzelle)
MCPT4,-5 Mast cell protease 4,-5
MMC Mucosal mast cell (Mukosale bzw. Schleimhaut-Mastzelle)
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PCR Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
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PECAM-1 platelet/endothelial cell adhesion molecule-1
RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure)
RT-PCR Reverse Transkriptase - PCR
s Sekunde
SA Streptavidin
SCF Stem cell factor (Stammzellfaktor)















VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1
VEGF Vascular endothelial growth factor





Die Anzahl von Mastzellen (MZ) in den peripheren Geweben ist unter normalen physiologischen
Bedingungen relativ konstant, wird jedoch im Rahmen von entzündlichen Reaktionen stark
reguliert. Die genauen Mechanismen der MZ-Homöostase sind jedoch weitgehend unbekannt.
Die Regulation der MZ-Zahlen in den peripheren Geweben schließt aber sehr wahrscheinlich die
lokale Proliferation der Gewebe-MZ sowie die Rekrutierung und nachfolgende Differenzierung
von MZ-Vorläuferzellen ein. Um dies näher zu untersuchen, wurde die Proliferation und
die Expression von Differenzierungsmarkern reifer Bindegewebs-MZ (CTMC) von unreifen
Knochenmark-generierten MZ (BMCMC) nach der Cokultur mit Fibroblasten (Fb) analysiert. Da
MZ eine feste dauerhafte Adhäsion an die Swiss albino 3T3 Fb eingehen, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass dieser direkte Zellkontakt für die Proliferation und die Differenzierung der unreifen
BMCMC zu reifen CTMC wichtig ist. Tatsächlich konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden, dass der erhöhte Histamingehalt und die Induktion der Expression der MZ Protease 4
(MCPT-4) mRNA, beides typische Marker der CTMC, nur nach direktem Zellkontakt auftreten.
Die durch die Fb verstärkte Proliferation der BMCMC war ebenfalls kontaktabhängig. Mit Hilfe
von blockierenden Antikörpern konnte nachgewiesen werden, dass die Interaktion von dem ↵4 7
Integrin auf den BMCMC und dem Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) auf den Fb
zum großen Teil an der Adhäsion beteiligt sind. Des Weiteren konnte ausgeschlossen werden,
dass die ↵4 7/VCAM-1-Interaktion selbst die Proliferation und Differenzierung der BMCMC
auslöst. Interessanterweise zeigten, wenn gleich in einem geringeren Ausmaß, BMCMC die Kit,
den Rezeptor für den MZ-Wachstumsfaktor Stammzellfaktor (SCF), nicht exprimieren, ebenfalls
eine signifikante Steigerung des Histamingehaltes, eine Fb-induzierte verstärkte Proliferation
und die Expression von mcpt4. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Fb die MZ sowohl
unter Beteiligung von Kit-abhängigen, als auch von Kit-unabhängigen Signalwegen beeinflussen
können. Weiterführende Experimente konnten zeigen, dass die Kit-abhängig und -unabhängig
induzierten Veränderungen der BMCMC direkt von Membran-assozierten Faktoren abhängen;
nicht von löslichen Mediatoren, die möglicherweise nach der Adhäsion von Fb oder BMCMC
freigesetzt werden könnten. Durch die genomweite Expressionsanalyse der mit oder ohne direkten
Zellkontakt zu den Fb cokultivierten BMCMC und der Kontrollen, konnte die kontaktabhängige
Hochregulation der Expression weiterer Gene, die mit dem Phänotyp ausgereifter CTMC assoziiert
sind, nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte die Verringerung der Expression bestimmter
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Zusammenfassung
Gene gezeigt werden, die von unreifen MZ oder MZ-Vorläufern exprimiert werden. Insgesamt
zeigen die Daten der hier vorliegenden Arbeit, dass für die durch Fb ausgelöste Differenzierung
und Ausreifung von unreifen MZ zu CTMC, eine teilweise durch VCAM-1/↵4 7 vermittelte
direkte Zell-Zell-Interaktion notwendig ist, bei der sowohl Kit-abhängige, als auch Kit-unabhängige
Signalwege involviert sind.
Therapeutische Ansätze die darauf abzielen die MZ-Zahlen in Geweben über SCF bzw. Kit
zu regulieren, können unvorhersehbare Risiken bergen, da Kit auf nahezu allen myeloiden
Vorläuferzellen exprimiert wird. Somit würde die Identifikation alternativer Signalwege, welche die
MZ-Proliferation und -Differenzierung auslösen, interessante therapeutische Ansätze aufdecken,




Peripheral tissue mast cell (MC) numbers are relatively constant in steady state but regulated
extensively under inflammatory conditions. The precise mechanisms of MC homeostasis, however,
are largely unknown. Regulation of MC numbers is assumed to involve the proliferation of local
MCs and the recruitment and subsequent differentiation of MC precursors. To address this, the MC
proliferation as well as phenotypical markers of differentiation towards connective tissue type MCs
(CTMCs), were assessed in immature MCs, i.e. bone marrow-derived cultured MCs (BMCMCs),
cocultured with fibroblasts (Fbs). MCs exhibited a tight and enduring adhesion to Fbs, therefore it
was hypothesized, that this adhesion and cell-to-cell crosstalk is important for the differentiation of
immature MCs. Indeed, it was found that Fb-cocultured immature MCs exhibit increased histamine
content and the induced expression of mast cell protease 4 (mcpt4) mRNA, both markers for mature
CTMC, and that these changes required a directed cell-to-cell interaction. Increased proliferation of
BMCMC induced by Fb was contact-dependent as well. Using blocking mAbs, it could be shown
that an interaction of the ↵4 7 integrin on BMCMCs with Fb-expressed Vascular Cell Adhesion
Molecule 1 (VCAM-1) is largely responsible for the adhesion of BMCMCs. Furthermore, the
↵4 7/VCAM-1-interaction itself has been proven to be not responsible for the proliferation and the
phenotypical changes of BMCMCs. Most notably, MCs deficient for Kit, the receptor for the MC
growth factor stem cell factor (SCF) also showed a significant Fb-induced increase in histamine
content, mcpt4 expression, and proliferation, albeit to a lesser extent than wildtype BMCMCs.
These findings suggest that Fbs impact MC differentiation by variable pathways that are either
SCF/Kit-dependent or -independent. Further experiments revealed that both, Kit-dependent and
-independent pathways, were induced directly by membrane-associated factors, but not by soluble
mediators, possibly released after adhesion of BMCMCs and Fbs. Whole genome expression
analysis showed substantial changes in the gene expression profile of BMCMC after 11 days
coculture with Fbs. Thereby, after direct cell-to-cell contact, several genes associated with CTMC
phenotype and functions were upregulated, whereas genes associated with MC progenitors were
downregulated.
Collectively, the data show that the Fb-induced differentiation of immature MCs towards CTMCs
requires a VCAM-1/↵4 7-mediated cell-to-cell interaction and involves both Kit-dependent and
-independent signaling pathways. Of note, therapeutic strategies to regulate peripheral tissue MC
numbers blocking the Kit/SCF axis may involve unpredictable risks since Kit is expressed on almost
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all myeloid progenitor cells. Thus, the identification of alternative signalling pathways triggering




1.1 Grundlagen der Biologie der Mastzelle
1.1.1 Einführung
Die Geschichte der Mastzell-Forschung begann mit der Beschreibung der Mastzellen (MZ) als
eigene Zellpopulation im Jahr 1878 durch Paul Ehrlich [1], einem der bedeutendsten deutschen
Wissenschaftler, der sich in jener Zeit ausgiebig mit histologischen Färbungen beschäftigte. Er
begründete die Bezeichnung Mastzelle mit dem Umstand, dass ihm jene Anilin-positiv gefärbten
Zellen, aufgrund deren starker Granulierung und Lokalisation, als gemästete Bindegewebszellen
erschienen [2, 3]. Je nach anatomischer Lokalisation können MZ eine runde oder auch
spindelförmige Gestalt aufweisen. Sie besitzen einen einzelnen nicht segmentierten Zellkern. Ihr
Durchmesser beträgt 9-20 µm. Das hervorstechende morphologische Merkmal der MZ ist jedoch
die hohe Anzahl zytoplasmatischer Granula mit metachromatischen Färbeeigenschaften [4]. Des
Weiteren sind MZ durch die Expression des hochaffinen Rezeptors (Fc"RI) für das Immunglobulin
E (IgE) und des Stammzellfaktor-Rezeptors (Kit) charakterisiert [5]. MZ befinden sich in mäßiger
Anzahl in parenchymatösen Organen (z.B. Milz, Leber oder Niere), treten jedoch vermehrt in den
Schleimhäuten des Magen-Darmtraktes, der Atemwege und in der Haut auf. In der Haut sind sie
primär in der oberen Dermis, insbesondere in der näheren Umgebung von Blutgefäßen und Nerven,
lokalisiert. MZ sind demnach im Allgemeinen in Geweben und Organen angesiedelt, die die äußere
Barriere des Organismus zur Umwelt bilden [4, 6]. Durch die Produktion zahlreicher biologischer
Mediatoren wie beispielsweise Histamin, Proteasen, Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren
können MZ verschiedenste physiologische und pathophysiologische Prozesse beeinflussen [6–8].
1.1.2 Funktionen der Mastzelle
MZ spielen eine zentrale Rolle bei allergischen Reaktionen. Sie exprimieren den hochaffinen
IgE-Rezeptor Fc"RI, dessen Quervernetzung durch IgE und spezifisches Allergen zur Degranulation
der MZ führt [9], was die Symptome allergischer Reaktionen verursacht. Durch die Degranulation
der MZ kommt es zur sofortigen Freisetzung zahlreicher pro-inflammatorischer, präformiert
vorliegender Mediatoren, wie Histamin, Heparin, Proteasen und Zytokinen, sowie zur de
novo Synthese von Zytokinen, Chemokinen und Lipid-Mediatoren [10, 11]. Durch zahlreiche
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Arbeiten der letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass MZ eine relevante Bedeutung im
Rahmen der angeborenen und der erworbenen Immunität zukommt. Unter anderem spielen
MZ aufgrund ihrer Lokalisation und ihrer zahlreichen Rezeptoren und Mediatoren eine große
Rolle bei der Abwehr von Pathogenen. Beispielsweise können MZ über verschiedene Toll-like
Rezeptoren (TLR) Komponenten von Bakterien (Lipopolysaccharide, Peptidoglykane) und Viren
(Nukleinsäuren) direkt erkennen und durch die Freisetzung verschiedener Mediatoren eine
schützende Immunantwort auslösen [12, 13]. So können MZ über CD48 auch Fimbrien tragende
Bakterien erkennen, was zur Freisetzung von Tumornekrosefaktor (TNF) führt, das seinerseits
Neutrophile rekrutiert, die die Bakterien bekämpfen [14, 15]. MZ können aber auch durch die
Mediatoren Pathogen-induzierter Immunantworten aktiviert werden und deren Verlauf modulieren.
MZ interagieren zum Beispiel mit Komponenten des Komplementsystems, das im Rahmen
vieler Infektionen aktiviert wird. Insbesondere wurde dabei die Aktivierung von MZ durch
die Komplement-Spaltprodukte C3a und C5a beschrieben [16]. Die Aktivierung der MZ durch
Komplementfaktoren spielt eine entscheidende Rolle im murinen Modell der Sepsis, in dem MZ,
durch die Freisetzung von TNF und die Rekrutierung von Neutrophilen, eine protektive Rolle
zukommt [17, 18]. Ebenfalls indirekt ist die Aktivierung der MZ über Fc Rezeptoren [19]. Ein
Beispiel sind Immunreaktionen zur Bekämpfung von Parasiten, an der MZ und IgE beteiligt sind
[20–22]. MZ exprimieren jedoch neben dem hoch-affinen Fc"RI auch die beiden niedrig-affinen
IgG Rezeptoren Fc RII und Fc RIII und den hoch-affinen IgG-Rezeptor Fc RI, dessen Expression
nach Stimulation mit Interferon  (IFN- ) hochreguliert ist [23–25]. Es konnte gezeigt werden,
dass sogenannte Superantigene wie das Protein A von Streptococcus aureus MZ IgG- oder IgE-
und IgG-abhängig aktivieren [26].
MZ sind jedoch nicht nur an der Detektion von Pathogenen und Allergenen und der Reaktion
darauf beteiligt, sie beeinflussen auch zahlreiche physiologische und pathologische Prozesse. So
ist beispielsweise der Zyklus aus Wachstums- und Ruhephasen der Haarfollikel in MZ-defizienten
KitW/KitWv-Mäusen gestört [27]. Des Weiteren sind MZ in der Wundheilung der Haut, der
Restrukturierung von Knochen und der Angiognese von Bedeutung [28–31]. Die Mitwirkung
der MZ an Re- und Umstrukturierungsprozessen in Geweben spielt auch bei Fibrosen [32],
rheumatoider Arthritis [33, 34] und allergischem Asthma [35, 36] eine Rolle. MZ beeinflussen
zudem die Tumorgenese, wobei sie einerseits das Tumorwachstum hemmen, andererseits jedoch
auch begünstigen können [37]. Nicht zuletzt nehmen MZ eine protektive Rolle bei Schädigungen
durch UV-Strahlung und Toxinen wie Bienen- oder Schlangengift ein [38, 39].
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1.1.3 Ontogenie der Mastzellen
Mittels intensiver histologischer Untersuchungen konnten zwar sowohl die Morphologie als
auch das Vorkommen und die Verteilung von MZ detailliert untersucht werden, jedoch blieb
ihr tatsächlicher zellulärer Ursprung sehr lange Zeit ungeklärt. Erst etwa 100 Jahre nach
der Beschreibung durch Paul Ehrlich gelang es Yukihiko Kitamura et al. nachzuweisen,
dass murine Mastzellen nicht dem Bindegewebe entstammen, sondern aus hämatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark hervorgehen. Nach der Transplantation von Knochenmarkszellen
von beige-Mäusen (C57BL/6-bgJ/bgJ) in bestrahlte Wildtyp-Mäuse (C57BL/6-+/+) kam es zur
Ausbildung vonMZ des auffälligen beige-Phänotyps in den adoptiv transferierten Tieren [40]. Auch
in nicht-bestrahlten MZ-defizienten WBB6F1-W/Wv-Mäusen kam es nach der Transplantation von
Knochenmarkszellen aus WBB6F1-+/+-Mäusen zur Anreicherung von MZ in den Geweben [41].
Später konnte nachgewiesen werden, dass auch im Blut MZ-Vorläuferzellen, die morphologisch
nicht den ausgereiftenMZ entsprechen, vorhanden sind [42]. Es wurde gemutmaßt, dass MZ, anders
als die meisten Zellen hämatopoetischen Ursprungs, ihre Differenzierung nicht im Knochenmark,
sondern erst im peripheren Gewebe vollenden. Im Jahre 1996 gelang es Rodewald et al. tatsächlich
im fötalen Blut der Maus direkte MZ-Vorläuferzellen (mast cell committed progenitor, MCP) zu
identifizieren [43]. Jene Zellen wurden als Thy-1lo c-kithi Fc"RI- charakterisiert und führten durch
die Kultur mit Interleukin-3 (IL-3) und Stammzellfaktor (stem cell factor, SCF) zur Entstehung
von MZ-Kolonien. Ein adoptiver Transfer dieser MCP in das Peritoneum von MZ-defizienten
WBB6F1-W/WV-Mäusen führte zur Ausbildung peritonealer MZ in den Tieren. Neun Jahre nach
dieser Entdeckung identifizierten Jamur et al. CD34+ CD13+ c-kit+ Fc"RI- Vorläuferzellen im
Knochenmark adulter Balb/c-Mäuse, die sich ausschließlich zu MZ entwickelten [44]. Zur selben
Zeit gelang es Chen et al. MCPs im Knochenmark adulter C57BL/6-Mäuse nachzuweisen [45].
Chen’s Charakterisierung jener Zellpopulation als Lin- c-kit+ Sca+ Ly6c- Fc"RI- CD27-  +7
T1/ST2+ führte zum aktuellen Modell des Stammbaumes der hämatopoetischen Zellen, nach
dem MZ entweder in direkter Linie von multipotenten Vorläufern (multipotent progenitor, MPP)
oder von myeloiden Vorläuferzellen (common myeloid progenitor, CMP) abstammen (Abbildung
1). Franco et al. zeigten schließlich im Jahre 2010 mit ihrer detaillierten Charakterisierung
der CMP als Sca-1lo Lin- c-kit+ CD27+ Flk-2- und der Granulozyten/Makrophagen Vorläufer
(granulocyte/macrophage progenitor, GMP) als Sca-1lo Lin- c-kit+ CD27+ Flk-2+ CD150-/lo, dass
die CMP und nicht die GMP das Potential zur Differenzierung zu MCP haben [46]. Damit
bestätigten sie die Hypothese, nach der sich die MCP unabhängig von den Granulozyten und
































Abbildung 1: Stammbaum der Hämatopoese (modifiziert nach Chen et al. 2005 [45])
Nach dem derzeit aktuellen Konzept der Hämatopoese stammen die MZ-Vorläuferzellen (MCP) entweder direkt von den
multipotenten Vorläuferzellen (MPP) oder auch den myeloiden Vorläuferzellen und entwickeln sich unabhängig von den
Granulozyten/Makrophagen Vorläuferzellen (GMP).
1.1.4 Heterogenität der Mastzellen
Obwohl ausgereifte MZ eine sehr eindeutig charakterisierte Zellpopulation darstellen, weisen sie
eine starke Heterogenität auf. Schon im Jahre 1895 äußerten sich Hardy und Wesbrook über die
Verschiedenartigkeit der Zellen in unterschiedlichen Geweben und Organismen [47]. Enerbäck
stellte schließlich mit seiner Dokumentation ungleicher histochemischer Eigenschaften von MZ
der intestinalen Mukosa und den Bindegeweben der Ratte das Konzept von der Heterogenität
der MZ auf [48, 49]. Dies führte nach weitergehenden Untersuchungen zur Unterteilung der
MZ in Subpopulationen aufgrund der Entdeckung zahlreicher verschiedener Charakteristika.
Dabei sind unter anderem Unterschiede bezüglich der Morphologie (Größe, Granularität), der
Lokalisation, der histochemischen Färbeeigenschaften, der Expression bestimmter Proteasen, des
Histamingehaltes, des Sulfatierungsgrades der Proteoglykane, der Abhängigkeit von bestimmten
Wachstumsfaktoren und der Aktivierbarkeit festgestellt worden. Murine MZ werden aufgrund
der genannten Eigenschaften und ihrer Lokalisation in Bindegewebs-MZ (connective tissue mast
cells, CTMC) und Schleimhaut-MZ (mucosal mast cells, MMC) unterteilt (Tabelle 1). Diese
MZ Subpopulationen sind nicht endgültig auf den jeweiligen Phänotyp festgelegt. MZ können in
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Abhängigkeit verschiedener organspezifischer Umgebungen transdifferenzieren [50, 51]. Humane
MZwerden hingegen nicht nach ihrer Lokalisation, sondern anhand ihres Proteasegehaltes ebenfalls
in zwei Subpopulationen eingeteilt. Dabei werden MZ, die sowohl Tryptase als auch Chymase
enthalten, TC-MZ genannt, während Zellen, die nur Tryptase exprimieren, als T-MZ bezeichnet
werden [52].
Tabelle 1: Phänotypische Eigenschaften muriner MZ Populationen
Eigenschaften Schleimhaut-MZ Bindegewebs-MZ Quelle
Lokalisation intestinale Mukosa,









Morphologie kleinere Zellen, Granula








Lebensdauer kurz (Halbwertszeit < 40
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T-Zell-abhängig + - [56–58]
Fibroblastenabhängig + + [58]
Färbeeigenschaften
Alzianblau + + [48, 49, 53]
Safranin - + [48, 49, 53]
Berberinsulfat - + [59]
Fixierung Formalin-sensitiv Formalin-resistent [48, 49]
Produkte
Glykosaminoglykan Chondroitinsulfat Heparin [59–62]
MZ-spezifische Proteinasen
Tryptasen - MCPT-6,-7 Übersicht [63]
Chymasen MCPT-1,-2 MCPT-4,-5 Übersicht [63]
MZ-Carboxypeptidase A - + Übersicht [63]
Histamin 1-2 µg/106 Zellen 1-7 µg/106 Zellen [60–62]
Serotonin +++ + [11, 60]
Sekretagoga
Substanz 48/80 - + [11, 62, 64]
IgE +Antigen + + [60, 62]
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1.2 Einwanderung der Mastzell-Vorläuferzellen in die Gewebe
Im Gegensatz zu den übrigen Leukozyten verlassen MZ das Knochenmark nicht als ausgereifte
Zellen, sondern zirkulieren als MZ-Vorläuferzellen (MCP) im Blut. Die MCP werden spezifisch
in die entsprechenden Gewebe rekrutiert, wo sie schließlich unter dem Einfluss der lokal
vorhandenen Zytokine zu MZ differenzieren und ausreifen. Dabei ist die Einwanderung der MCP
im Zusammenhang mit dem physiologischen Vorgang der Homöostase und die Rekrutierung im
Rahmen pathologischer Prozesse (z.B. Entzündungsreaktionen) zu unterscheiden.
1.2.1 Beteiligung von Integrinen und Chemokinen bei Einwanderung unter
physiologischen Bedingungen
Die Einwanderung der MCP aus dem Knochenmark in die peripheren Gewebe nachzuvollziehen,
ist schwierig, da sie morphologisch nicht zu identifizieren sind (siehe Kapitel 1.1.3). Michael F.
Gurish et al. konnten jedoch mittels limeting dilution analysis unter Nachweis der Ausbildung
von MZ-Kolonien ex vivo zeigen, dass das ↵4 7 Integrin und dessen Ligand Mucosal addressin
cell adhesion molecule 1 (MadCAM-1) für die konstitutionelle Rekrutierung von murinen MCP
in die Dünndarm-Schleimhaut essentiell sind [65, 66]. Weiterhin wiesen die Ergebnisse dieser
Arbeit darauf hin, dass die konstitutive Rekrutierung von MCP gewebsspezifisch geschieht, da
die Anzahl der MCP in der Lunge durch die Blockierung von ↵4 7 Integrin nicht reduziert
wurde. Weiterführende Untersuchungen von Abonia et al. zeigten darüber hinaus, dass auch das
Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) und der CXC Chemokinrezeptor 2 (CXCR2) für
die Einnistung muriner intestinaler MCP relevant sind [67]. Wie die Einwanderung der MCP unter
physiologischen Bedingungen in die anderen MZ-haltigen Gewebe, wie beispielsweise die Haut
oder die Lunge, spezifisch vermittelt wird, ist bislang weitgehend unklar. Rosenkranz et al. konnten
jedoch nachweisen, dass die Anzahl der MZ im Peritoneum und der Rückenhaut in ↵M 2-Integrin
(Macrophage-1 antigen, Mac-1)-defizienten Mäusen verringert ist [68].
1.2.2 Beteiligung von Integrinen und Chemokinen Einwanderung im Rahmen
pathologischer Prozesse
Bei einer Vielzahl von Erkrankungen, wie z.B. Neurofribromatose [69], diversen Karzinomen
[70, 71], rheumatoider Arthritis [33, 34], Skleroderma [72], allergischem Asthma [35, 36] und bei
der Abwehr von Parasiten [73], kann es zu einer starken Akkumulation von MZ in den betroffenen
Geweben kommen. Auch hierbei sind die genauen Mechanismen der Vorläuferrekrutierung und
der anschließenden Differenzierung zu MZ weitestgehend ungeklärt. Experimente mit den aus
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Knochenmark generierten murinen MZ (bone marrow-derived cultured mast cells, BMCMC) als
Modell für die MCP deuten an, dass die Extravasation der MCP bei der Einwanderung so wie
die der Leukozyten ablaufen könnte. Intravenös injizierte BMCMC zeigen in vivo das sogenannte
Rollen entlang des aktivierten Endothels, das zum Teil durch E- und P-Selektine, VCAM-1 und
Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1) vermittelt wird [74].
Interessanterweise sind das Integrin ↵4 7 und dessen Liganden VCAM-1 und MadCAM-1 nicht
nur bei der Homöostase der intestinalen MZ entscheidend, sondern auch bei der Rekrutierung
von MCP zur Ausbildung einer lokalen Mastozytose bei der Abwehr einer intestinalen Infektion
durch Helminthen [66, 67]. In einemmurinenModel für allergische Atemwegserkrankungen konnte
nachgewiesen werden, dass die Integrine ↵4 7 und ↵4 1 sowie deren Ligand VCAM-1, nicht
jedoch MadCAM-1, an der Wanderung von MCP in die entzündete Lunge maßgeblich beteiligt
sind [75, 76]. Auch der Chemokinrezeptor CXCR2 ist für die Rekrutierung von MCP unter
pathologischen Bedingungen von Bedeutung. Allerdings wird bei genauerer Betrachtung auch
hier die Gewebsspezifität deutlich. Bei der Einwanderung von MCP in den durch Helminthen
infizierten Dünndarm ist die CXCR2 Expression auf den MCP entscheidend [67]. Die Rekrutierung
der MCP in die entzündete Lunge scheint hingegen eher von der Expression des CXCR2 auf den
Stromazellen der Lunge abzuhängen [76].
An der Einwanderung von MZ im Rahmen von Entzündungen ist wahrscheinlich ein weiterer
Chemokinrezeptor, der CXCR3, beteiligt. Synoviale MZ von Patienten mit rheumatoider
Arthritis exprimieren CXCR3, und in den betroffenen synovialen Geweben sind die CXCR3
Liganden CXCL9 und CXCL10 nachweisbar [77]. Des Weiteren weisen MZ in der glatten
Atemwegsmuskulatur von Asthmapatienten eine erhöhte Expression von CXCR3 im Vergleich
zu nicht Betroffenen auf. Auch produziert die glatte Muskulatur der Atemwege betroffener
Patienten vermehrt den CXCR3 Liganden CXCL10 [78]. Zusammengefasst verdeutlichen diese
Arbeiten, dass die Einwanderung der MCP unter Beteiligung von Adhäsionsmolekülen und
Chemokinrezeptoren gewebeabhängig und situationsbedingt sehr komplex reguliert wird.
1.3 Differenzierung der Mastzellen
Wie unter 1.1.3 bereits erläutert, reifen MCP nach der Einwanderung lokal unter dem Einfluss
der gewebespezifischen Zytokine zu MZ aus. Dabei entwickeln sich, in Abhängigkeit vom
umgebenen Gewebe (z.B. Dermis, Magenschleimhaut, Darmepithel) und den lokal vorhandenen
Wachstumsfaktoren und Zytokinen (vgl. Abbildung 2), phänotypisch sehr unterschiedliche MZ
(MZ-Heterogenität, vgl. Kapitel 1.1.4).
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Abbildung 2: Entwicklung von Mastzellen und Verteilung in Geweben
Gewebsständige MZ entwickeln sich aus MZ-Vorläufern (MCP), die aus hämatopoetischen Stammzellen (HSC)
entstehen. MCP erreichen über den Blutkreislauf die peripheren Gewebe, wo sie differenzieren und zu MZ ausreifen.
Neben dem essentiellen Überlebensfaktor Stammzellfaktor (SCF) sind weitere Faktoren für die gewebsspezifische
Differenzierung von Bedeutung. Beispielsweise beeinflusst die Anwesenheit von Zytokinen wie Interleukin-3 (IL-3)
die Proliferation und den Phänotyp der MZ im Gewebe. Zum Beispiel befinden sich Schleimhaut-MZ in der
Schleimhaut (Mukosa) des Darms, Bindegewebs-MZ hingegen in der Submukosa und in der Muscularis propria. FcεRI,
hoch-affiner Fc Rezeptor für IgE; FcγrII/III, niedrig-affine Fc Rezeptoren für IgG; IL-3r, IL-3 Rezeptor. Nachgedruckt
und ins Deutsche übersetzt mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology (2008
Jun;8(6):478-86), copyright (2008); http://www.nature.com/nri/index.html.
1.3.1 Zytokine bei der Entwicklung von Mastzellen
1.3.1.1 Stammzellfaktor
Die murinenMZ-Subpopulationen, MMC und CTMC, sind vomWachstumsfaktor Stammzellfaktor
(stem cell factor, SCF) abhängig. SCF wird auch als Kit-Ligand (KL), mast cell growth factor
(MGF) oder steel factor (SLF) bezeichnet und ist im Steel (Sl) Genlokus codiert [79–82]. Er ist
der Ligand der Rezeptor-Tyrosinkinase Kit. Kit ist das Produkt des Protoonkogens c-kit (kit), das
als “cellular homolog of the feline sarcoma viral oncogene v-kit ” entdeckt wurde [83] und im
“dominant-white spotting” (W) Lokus der Maus codiert ist [84, 85]. Das Fehlen von Kit oder
SCF führt bereits in utero oder perinatal zum Tod aufgrund schwerer Anämie [86]. Es wurden
zahlreiche funktionseinschränkende Mutationen in beiden Genloki (W und Sl) mit verschiedensten
Effekten auf die Pigmentierung, die Hämatopoese und die Gametogenese beschrieben [87, 88].
Doch erst die Entdeckung der MZ-Defizienz von WBB6F1-W/Wv- und WCB6F1-Sl/Sld-Mäusen
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durch Kitamura et al. wies auf die Relevanz beider Genprodukte für die MZ-Genese hin [41, 89].
SCF spielt in vielen Aspekten der MZ-Biologie eine Rolle. Beispielsweise wirkt SCF auf MZ
als Chemoattraktant in vitro [30] sowie als Überlebensfaktor in vitro und in vivo [90–93]. Des
Weiteren kann SCF selbst zur Aktivierung der MZ führen und die IgE-abhängige Aktivierung
der MZ verstärken [94–96]. Darüber hinaus sind SCF/Kit-Interaktionen an der Adhäsion von
MZ an Matrixproteine und Fibroblasten (Fb) beteiligt [97–99]. SCF induziert die Expression
von MCPT-4 in BMCMC, verstärkt die Produktion von Histamin und Heparin und bewirkt
somit die Differenzierung zum Phänotyp der CTMC [100, 101]. In vivo führt die Injektion von
rekombinantem SCF zur Akkumulation von MZ in den direkt behandelten Organen bzw. Geweben
[81, 101]. Doch auch die intravenöse Applikation von SCF führt in verschiedenen Geweben
zur Vermehrung der MZ, wobei diese phänotypisch nicht homogen sind, sondern gemäß ihrer
Lokalisation den CTMC bzw. den MMC entsprechen [101].
Es existieren zwei Isoformen von SCF, die durch alternatives Splicing entstehen [102].
Die erste SCF Isoform ist ein Glykoprotein aus 248 Aminosäuren (SCF248, KL-1, 45
kD) und wird membranständig exprimiert. Eine proteolytische Schnittstelle, codiert in Exon
6, ermöglicht die Freisetzung als lösliches SCF (sSCF, 165 Aminosäuren, 31 kD) durch
diverse Proteasen [103–105]. Die zweite Isoform, SCF220 (KL-2, 220 Aminosäuren, 32 kD),
wird ebenfalls als membranständiges Protein exprimiert. Ihr fehlen die in Exon 6 codierten
Aminosäuren und damit auch die proteolytischen Schnittstellen. SCF220 verbleibt somit meist
membrangebunden und wird daher auch als membranständiges SCF (mSCF) bezeichnet. SCF
besitzt eine weitere proteolytische Schnittstelle, codiert in Exon 7, die nur geschnitten wird,
wenn die primäre Schnittstelle (Exon 6) nicht vorhanden ist [104] (vgl. Abbildung 3).
Beide, die lösliche und die membranständige Variante von SCF, sind biologisch aktiv, wobei
letztere eine länger anhaltende Aktivierung von Kit auslöst [106, 107]. Die Expression von
SCF wurde in vitro unter anderem in Epithelzellen, Myofibroblasten, Endothelzellen und
Fibroblasten nachgewiesen [105]. Huang et al. zeigten, dass die beiden SCF-Isoformen von
verschiedenen Zellen und Geweben in unterschiedlichen Verhältnissen exprimiert werden [79].
Der SCF-Rezeptor Kit wird unter anderem von hämatopoetischen Stammzellen, myeloiden
Vorläuferzellen, pro-B und pro-T Zellen, Melanozyten und MZ exprimiert [108]. Kit ist
eine Typ III Rezeptor-Tyrosinkinase mit einer extrazellulären Liganden-Bindungsdomäne, einer
Transmembrandomäne und einer cytoplasmatischen Kinasedomäne [109]. Die Bindung des
Liganden SCF führt zur Rezeptor-Dimerisierung, was durch die Autophosphorylierung der
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Entstehung der beiden Isoformen von SCF durch Alternatives
Splicing (modifiziert nach Reber et al. [79])
Durch Alternatives Splicing des 6. Exons der mRNA entstehen zwei Isoformen von SCF. Beide Isoformen SCF248 und
SCF220 werden membranständig exprimiert. SCF248 kann durch Proteasen in der proteolytischen Schnittstelle, die durch
Exon 6 codiert ist, geschnitten werden. Das führt zur Freisetzung des löslichen sSCF (165 Aminosäuren). SCF220 wird
auch als membrangebundenes SCF (mSCF) bezeichnet, da ihm die proteolytische Schnittstelle fehlt. Möglicherweise
kann es an einer alternativen Schnittstelle geschnitten werden, welches durch den gestrichelten Pfeil angedeutet wird.
1.3.1.2 Interleukin-3
IL-3 ist ein Wachstumsfaktor, der das Überleben und die Proliferation von multipotenten
Vorläuferzellen sowie hämatopoetischen Zellen der myeloiden und lymphoiden Linien stimuliert
[112]. Seit 1981 ist bekannt, dass murine MZ in vitro durch die Kultur von hämatopoetischen
Zellen in konditioniertem Medium generiert werden können, welches durch stimulierte T-Zellen
oder eine murine Lymphomzelllinie (WEHI-3B) angereichert wurde [113–115]. Später wurde
nachgewiesen, dass das darin enthaltene IL-3 sowohl die Proliferation als auch die Differenzierung
der MZ induziert [116, 117]. In vivo ist das T-Zell-abhängige Wachstum ein entscheidender
Unterschied der MMC zu den CTMC. Während die Anzahl dermaler CTMC in der Haut von
athymischen Mäusen mit der von Wildtyp-Mäusen übereinstimmt, ist die Anzahl intestinaler
MMC in T-Zell-depletierten Mäusen dramatisch verringert [56, 57]. Mittels Antikörper gegen
IL-3 sowie anhand von IL-3-/--Mäusen konnte nachgewiesen werden, dass IL-3 an der Induktion
der MZ-Hyperplasie im Zuge einer Nematoden-Infektion (Nippostrongylus brasiliensis bzw.
Stronglyoides venezuelensis) beteiligt ist [118, 119]. Auf die MZ-Homöostase hat IL-3 offenbar
keinen entscheidenen Einfluss, denn IL-3-/--Mäuse unterscheiden sich bezüglich der MZ-Zahlen
nicht vom Wildtyp [119]. In vitro jedoch unterstützt IL-3 die Entwicklung und das Überleben von
murinen MZ, unabhängig von SCF [116, 117, 120, 121]. Für die Entwicklung und das Überleben




Neben SCF und IL-3 haben weitere Zytokine und Wachstumsfaktoren Einfluss auf die
Differenzierung, Reifung und Proliferation von MZ. So sind IL-3 und IL-4 für die ex vivo
Proliferation von peritonealen murinen MZ notwendig, die phänotypisch den CTMC entsprechen
[123, 124]. BMCMC hingegen proliferieren durch IL-3 allein, jedoch stärker, wenn zusätzlich auch
IL-4 im Kulturmedium ist [125]. Dagegen ist die SCF-abhängige Proliferation von BMCMC durch
IL-4 verringert, da es die Expression von Kit herunterreguliert [126].
Weder die Stimulation mit IL-9 allein noch in Kombination mit SCF hat einen Einfluss auf die
Proliferation der BMCMC. Jedoch erhöht die Kultur mit IL-9 plus SCF die Lebensdauer der
BMCMC und führt zur gesteigerten mRNA-Expression der Proteasen MCPT-1 und MCPT-2, was
einer Differenzierung zum Phänotyp der MMC entspricht, die durch IL-3 oder IL-4 gehemmt
wird [127].
IL-10 induziert ebenfalls die Expression von MCPT-1 und -2 in BMCMC, die durch IL-3 reduziert
wird [128, 129]. Zudem verstärkt IL-10 die Proliferation von MZ-Linien und MZ-Vorläufern,
jedoch nur in Kombination mit IL-3 oder IL-4 [130]. Während die Entwicklung von murinen
MZ-Vorläufern durch IL-4 gehemmt wird, induziert IL-6 sie, in Kombination mit TNF und IL-3
oder mit SCF und IL-10 [131, 132].
Auch Zytokine, die nicht zu den Interleukinen gehören, beeinflussen die Entwicklung von MZ.
Zum Beispiel verstärkt Nerve growth factor (NGF) die IL-3-abhängige Proliferation von BMCMC
und induziert darüber hinaus deren Differenzierung in Richtung CTMC [133]. Transforming growth
factor b (TGF- ) hingegen hemmt die IL-3-abhängige Proliferation von BMCMC und induziert die
Expression von MCPT-1, was für eine Differenzierung zu MMC spricht [134].
1.3.2 Murine in vitro-Mastzell-Modelle
Es gibt verschiedene in vitro-Modelle zur Untersuchung von MZ. Peritoneale kultivierte MZ
(peritoneal cultured mast cell, PCMC), welche durch die Kultivierung peritonealer Zellen mit SCF
und IL-3 gewonnen werden sowie direkt aus dem Peritoneum (peritoneal mast cell, PMC) oder
aus der Haut isolierte MZ, dienen beispielsweise als Modelle für CTMC [135–137]. Ebenfalls eine
bedeutende Rolle in der MZ-Forschung spielen BMCMC. Es handelt sich dabei um MZ, die mit
Hilfe von IL-3 in großer Anzahl und hoher Reinheit aus Knochenmarkzellen generiert werden
[113–117]. BMCMC werden aufgrund verschiedener Merkmale als in vitro-Modell unreifer MZ
angesehen. Die Granula von BMCMC lassen sich mit Alzian Blau anfärben, nicht jedoch mit
Safranin, da sie hauptsächlich das Chondroitinsulfat E und nicht Heparansulfat enthalten [117].
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Des Weiteren produzieren BMCMC verhältnismäßig geringe Mengen Histamin, Serinproteasen
und MC-CPA und sind nur schwach granuliert [138–140]. Murine BMCMC exprimieren weder
die Serinprotease MCPT-2, welche als später Differenzierungsmarker der MMC gilt, noch die
MCPT-4, ein später Differenzierungsmarker der CTMC [100, 141]. BMCMC haben in vitro unter
dem Einfluss verschiedener Zytokine (vgl. Kapitel 1.3.1) und in vivo das Potential sowohl zu MMC
als auch zu CTMC zu differenzieren [120]. Wie im nachfolgenden Kapitel 1.3.4 näher erläutert,
kommt es auch durch die Kultivierung mit Fibroblasten (Fb) zur Differenzierung der BMCMC zu
MZ des CTMC Phänotyps.
1.3.3 Mausmodelle mit Mutationen in Kit
In der MZ-Forschung werden verschiedene Mausstämme genutzt, die bedingt durch
natürliche Mutationen MZ-defizient sind. Die am besten charakterisierten und am
häufigsten untersuchtenen MZ-defizienten Mausstämme sind die WBB6F1-KitW/W-v- und die
C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Mäuse [41]. WBB6F1-KitW/W-v-Mäuse tragen zwei verschiedene Mutationen
in kit, was zur Expression eines funktionell stark eingeschränkten SCF-Rezeptors führt. Die
W-Mutation, eine Deletion von 234 Nukleotiden, bedingt den Verlust der Transmembrandomäne
am N-Terminus von Kit [142]. Das Wv-Allel hingegen trägt eine Punktmutation in der
Kinasedömane und ist in der Tyrosinkinaseaktivität sehr stark eingeschränkt [142, 143].
Durch diese Einschränkung der Aktivität der Tyrosinkinase Kit kommt es unter anderem zur
Melanozyten- und MZ-Defizienz, zur Anämie und Sterilität der betroffenen Tiere [41, 86, 87].
C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Mäuse sind homozygot für eine Inversionsmutation im regulatorischen
Bereich von kit [144, 145]. Diese führt zur fehlenden Expression der Tyrosinkinase in MZ
und Melanozyten, wodurch die Melanogenese beeinträchtigt und die MZ-Defizienz der Tiere
verursacht werden [144, 146, 147]. C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Mäuse sind im Gegensatz zu den
WBB6F1-KitW/W-v-Mäusen nicht anämisch und nicht steril, welches für Experimente von Vorteil
sein kann [146].
Trotz der MZ-Defizienz in beiden hier aufgeführten Mausstämmen ist es möglich, aus den
Knochenmarkzellen oder Milzzellen der Tiere mittels der Kultur mit IL-3 MZ zu generieren, da
die Anzahl der MZ-Vorläufer in deren Knochenmark nicht verändert ist [121, 148, 149].
So konnte gezeigt werden, dass MZ, die in vitro aus Milzzellen oder dem Knochenmark von
C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Mäusen generiert wurden, kit nicht exprimieren [144, 149]. Daraus geht
hervor, dass sich KitW-sh/W-sh-BMCMC dazu eignen, die Bedeutung von Kit bei der Differenzierung
und Proliferation vom MZ in vitro zu untersuchen.
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1.3.4 Die Differenzierung von MZ durch die Cokultur mit Fibroblasten
Schon 1967 stellten Ginsburg et al. fest, dass embryonale Fb in vitro die Entwicklung von MZ
unterstützen [150]. 1982 zeigten Davidson et al., dass in vitro zwar die MZ-Differenzierung von
Vorläuferzellen aus murinen Lymphknoten durch IL-3 ausgelöst wird, die Reifung der Granula,
charakterisiert durch Histaminanreicherung, jedoch von Fb abhängt [151]. Levi-Schaffer et al.
zeigten wenige Jahre später, dass die Cokultur mit Fb der Zelllinie Swiss albino 3T3 zum
einen den CTMC Phänotyp von peritonealen MZ erhält und zum anderen die Proliferation
von IL-3-abhängigen BMCMC sowie deren Differenzierung zu MZ des CTMC-Phänotyps
auslöst [152, 153]. Im Detail kam es dabei zu einer starken Steigerung des Histamingehaltes
der cokultivierten BMCMC und zur Anreicherung von Heparin in deren Granula. Serafin et al.
entdeckten, dass die Cokultur mit Fb zur verstärkten Expression von MC-CPA führt, welches
ebenfalls ein Merkmal von CTMC darstellt [141]. Später konnte nachgewiesen werden, dass
die Cokultur mit Fb auch zu Veränderungen bezüglich der Aktivierung von MZ führt. So ist
die prozentuale Freisetzung von Histamin, Leukotrien B4 (LTB4), Leukotrien C4 (LTC4) und
Prostaglandin D2 (PDG2) nach Aktivierung mit IgE und Antigen von MZ, die mit Fb cokultiviert
wurden, deutlich erhöht [154]. Diesbezüglich gab es jedoch Unterschiede zwischen den adhärenten
cokultivierten MZ und den nicht-adhärenten cokultivierten MZ. Während der Histamingehalt und
die Heparinsynthese in beiden Populationen gleichermaßen induziert wurden, konnte die verstärkte
Freisetzung der Lipidmediatoren LTB4, LTC4 und PDG2 nur bei den ersteren festgestellt werden.
Dies führte zu der Vermutung, dass eine spezifische Rezeptor-Liganden-Bindung der BMCMC an
die Membranmoleküle der Fb für die gesteigerte Freisetzung verantwortlich sein könnte [154].
Fujita et al. wiesen in einer Reihe von Arbeiten nach, dass der Kontakt zu Fb, unabhängig
von IL-3, die Proliferation und Heparinsynthese von BMCMC induziert [148, 155, 156]. Zudem
wiesen sie nach, dass diese Effekte sehr wahrscheinlich von Kit und SCF abhängig sind, denn
WBB6F-1-KitW/W-v-BMCMC proliferierten nach Kontakt mit Fb nicht und synthetisieren kein
Heparin, im Gegensatz zu Wildtyp-BMCMC [148, 155]. Auch induzierte die Cokultur von
BMCMC mit WCB6F-Sl/Sld-Fb nicht die IL-3-unabhängige Proliferation und Heparinsynthese
von BMCMC, sondern hemmte sogar deren IL-3-induzierte Proliferation [156, 157]. Wie bereits
in Kapitel 1.3.1.1 beschrieben, wurde nachgewiesen, dass rekombinantes SCF die Differenzierung
und Proliferation von MZ auslöst. Dies legt nahe, dass SCF tatsächlich der entscheidende Faktor
bei der Differenzierung von MZ durch Fb ist. Matsuda et al. konnten zeigen, dass auch NGF für
die Fb-induzierte MZ-Differenzierung verantwortlich sein könnte, allerdings nur wenn IL-3 im
Medium enthalten ist, da NGF von den Fb in der Cokultur ohne IL-3 nicht freigesetzt wird [158].
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Des Weiteren führt der Zusatz von Zytokinen wie IL-1↵, IL-6, IL-11, Onkostatin M, und Leukemia
inhibitory factor zu einer verstärkten MZ-Proliferation, während der Cokultur mit Fb [159–161].
In einer MZ/Fb-Cokultur wirken MZ auch auf die Fb. MZ können eine gesteigerte Proliferation
und eine verstärkte Produktion von extrazellulären Matrixproteinen durch Fb auslösen [162].
Takano et al. modifizierten daher die Cokultur aus BMCMC und Fb, indem sie die Fb vor
der Zugabe der BMCMC mit Mitomycin behandelten, um relativ konstante Kulturbedingungen
zu gewährleisten [163]. Die Untersuchung der auf diese Weise cokultivierten BMCMC mittels
Microarray zeigte die Hochregulierung der Expressionslevel zahlreicher Gene, die mit der
Differenzierung zu MZ des CTMC-Phänotyps assoziert sind. In einer darauf folgenden Arbeit
konnten Takano et al. eine Beteiligung des Hyaluronrezeptors CD44 an der durch Fb induzierten
MZ-Proliferation nachweisen [164]. Doch die genauen Mechanismen der Fb-induzierten
MZ-Differenzierung sind bis heute nicht verstanden.
1.3.5 Regulation der Mastzell-Zahlen im Gewebe
Trotz der umfangreichen Kenntnisse zur Wirkung von Zytokinen und Fb auf die Erhaltung,
Proliferation und Differenzierung von MZ (vgl. Kapitel 1.3.1) blieb bis heute ungeklärt, wie die
Zahl und Verteilung der MZ in peripheren Geweben, beispielsweise der Haut, reguliert wird.
Unter normalen physiologischen Bedingungen ist die Anzahl der MZ in den Geweben relativ
konstant, kann jedoch im Rahmen von pathophysiologischen Prozessen (siehe auch Kapitel 1.2.2)
sehr schnell und stark ansteigen [165]. Hierbei ist anzunehmen, dass die MZ-Homöostase von der
Lebensdauer der Gewebe-MZ sowie der Einwanderung und anschließenden Differenzierung von
Vorläuferzellen abhängt. Die Proliferation der lokalen ausgereiften MZ ist unwahrscheinlich. Denn
obschon ausgereifte MZ in vitro und in vivo das Potential zur Proliferation besitzen, konnte in
vivo sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen nur selten eine
Proliferation der MZ in peripheren Geweben nachgewiesen werden [55, 166, 167]. Dies weist
darauf hin, dass die Einwanderung und lokale Differenzierung von MZ-Vorläufern vermutlich der
vorrangige Mechanismus bei der Vermehrung der Gewebs-MZ ist.
Murine Hautmastzellen reifen bereits vor der Geburt aus. Sie sind ab Tag 15 der
Embryonalentwicklung im subkutanen Gewebe histologisch nachweisbar [168, 169]. Wenn
MZ-Vorläufer die Dermis besiedeln, erhalten sie direkten Kontakt zu dermalen Fb, die den
MZ-Wachstumsfaktor SCF in membrangebundener und löslicher Form (vgl. Kapitel 1.3.1.1)
exprimieren [98]. Die Tatsache, dass BMCMC sowohl durch die Kultur mit rekombinantem SCF
als auch durch Cokultur mit Fb zu CTMC ausreifen, lässt vermuten, dass von Fb exprimiertes
SCF der entscheidende Faktor bei der Differenzierung von MCP und unreifen MZ zu reifen
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Haut-MZ ist. Da die intravenöse Injektion von SCF zur Vermehrung von CTMC und MMC in den
jeweiligen Geweben führt, kann angenommen werden, dass zusätzliche Faktoren von den Haut-Fb
exprimiert werden, die für die Entwicklung von Haut-MZ mit dem CTMC-Phänotyp verantwortlich
sind [101].
1.4 Ziele der Arbeit
Ziel dieser Arbeit war es, durch die nähere Untersuchung der Fibroblasten (Fb)-induzierten
Proliferation und Differenzierung von Mastzellen (MZ), neben der Charakterisierung der
Effekte der Fb auf die MZ, insbesondere den Mechanismus der MZ/Fb-Interaktion genauer
zu charakterisieren. Dabei sollten Signalwege identifiziert werden, die möglicherweise als
therapeutische Ziele verwendet werden können, um den Phänotyp bzw. die Anzahl von MZ in
peripheren Geweben zu modulieren. Dies ist von Belang, da MZ wichtige Effektorzellen des
adaptiven und des angeborenen Immunsystems sind, die im Rahmen zahlreicher Erkrankungen,
deren Verläufe sie positiv bzw. negativ beeinflussen können, von Bedeutung sind. Die Anzahl der
MZ kann in den betroffenen Geweben stark ansteigen, wogegen sie unter normalen physiologischen
Bedingungen relativ konstant ist. Dabei ist die Einwanderung und die lokale Differenzierung von
MZ-Vorläufern vermutlich der vorrangige Mechanismus. Da die Vorläufer dermaler MZ nach
ihrer Einwanderung direkten Kontakt zu dermalen Fb erhalten, ist der entscheidende Einfluss der
Fb auf die Differenzierung und Ausreifung dieser Vorläufer zu MZ naheliegend. Viele Arbeiten
führten die Fb-induzierten Effekte auf denMZ-Phänotyp hauptsächlich auf den von Fb exprimierten
Wachstumsfaktor Stammzellfaktor (SCF) zurück. Da SCF aber je nach Gewebe die Entwicklung
verschiedener MZ-Phänotypen fördert, exprimieren Fb sehr wahrscheinlich weitere Faktoren,
die für die Mastzell-Differenzierung entscheidend sind. Diese Hypothese zu überprüfen, die
entsprechenden Mechanismen und gegebenenfalls die entscheidenden Signalwege zu identifizieren,






Autoklav MELAG, Berlin, Deutschland
CO2-Brutschrank HeraCell 150 Heraeus, Hanau, Deutschland
Digitalkamera Axio Cam Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Durchflusszytometer FACSCalibur BD, Heidelberg, Deutschland
Elektronische Waagen LA 4200 und PT120 Sartorius, Göttingen, Deutschland
Elektronische Pipette Handy Step® Brandt GmbH & Co, Wertheim,
Deutschland
Elektrophoresekammern Sub-Cell GT®, Mini
Sub-Cell
BioRad, München, Deutschland
Fluoreszenzmikroskop Axioplan2 Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Gel-Dokumentationsgerät GENE GENIUS SYNGENE, Cambridge, UK
Gewebeeinbettautomat Shandon Citadel™ 1000 Thermo Fisher Scientific, Walldorf,
Deutschland
Invers-Mikroskop CKX 41 Olympus, Hamburg, Deutschland
LightCycler® 1.5 Instrument 1.5 Instrument Roche, Mannheim, Deutschland
Magnet EasySep® Magnet Stem Cell Technologies, Grenoble,
Frankreich
Magnetrührer MR Hei-Mix L Heidolph, Schwabach, Deutschland
Mehrkanalpipette 5 µl - 50 µl, 50 µl - 300 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Mikroskopkamera Axio Cam HRc Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Mikrotom Shandon Finesse 325 Thermo Fisher Scientific, Walldorf,
Deutschland
Mikrowelle Bosch, München, Deutschland
Netzgerät Power Pac 300 BioRad, München, Deutschland
Orbital-Schwenker VIBRAMAX 100 Heidolph, Schwabach, Deutschland
Paraffin-Einbettstation Shandon Histocentre 2 Thermo Fisher Scientific, Walldorf,
Deutschland
Paraffin-Streckbad GFL-1052 Gesellschaft für Labortechnik
mbH, Burgwedel, Deutschland




Pipettierhilfe pipetus® Hirschmann® Laborgeräte,
Eberstadt, Deutschland
Pipetten 2 µl, 10 µl, 20 µl, 100 µl,
200 µl, 1000 µl








Aesculab B. Braun, Tuttlingen,
Deutschland
Sterilbank Typ LFV 12 Schulz Lufttechnik GmbH,
Burladingen, Deutschland
Thermocycler Master Cycler Gradient Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermocycler Primus 96 Plus, Primus MWG-BIOTECH, Ebersberg,
Deutschland
Thermodrucker UP-D895 Sony, Deutschland
Thermomixer MTP Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Trockenschrank Hera Cell Heraeus, Hanau, Deutschland
Tischzentrifugen Fresco 21 Centrifuge Heraeus, Hanau, Deutschland
Eppendorf 5417R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Vortexer Model 72020 NeoLab, Heidelberg, Deutschland
Wasserbad WBT 222 Medingen, Dresden, Deutschland




Zentrifuge Megafuge 1.0 ST R Heraeus, Hanau, Deutschland
2.2 Chemikalien und Reagenzien
Die Synthese aller verwendeten Oligonukleotide erfolgte durch die Firma TIB MOLBIOL GmbH
Berlin, Deutschland.
Chemikalie / Reagenzie Hersteller
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
↵-Monothioglycerol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland




Chemikalie / Reagenzie Hersteller
Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen, Germany
Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland
Bovines Serum Albumin (BSA) Serva, Heidelberg, Deutschland
Dimethylformamid (DMF) Merck, Darmstadt, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
dNTPs Roth, Karlsruhe, Deutschland
Essigsäure Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Ethanol unvergällt (99 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol vergällt (99 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethidiumbromid (EtBr) Invitrogen
FACSFlow BD Pharmingen, San Diego, USA
Giemsas Azur Eosin-Methylenblau Merck, Darmstadt, Deutschland




Isofluran (Forene) Abbott, Baar, Schweiz
Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, Deutschland
Organo/Limonene-Mount™ Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Paraffin Merck, Darmstadt, Deutschland
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland
PBS mit Ca2+ und Mg2+ PAA, Pasching, Österreich
PBS ohne Ca2+ und Mg2+ PAA, Pasching, Österreich
RNAprotect® Cell Reagent Qiagen, Hilden, Deutschland
Standard Molecular Weight marker XIII Roche, Mannheim, Deutschland
Streptavidin-Cy3 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
TAE (50x) Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA
Trypsin 0,5 Gew./Vol. %)/ EDTA (0,22 Gew./Vol. %) PAA, Pasching, Österreich
Trypanblau-Lösung (0,4 %) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Tween-20 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer),
50-fach konzentriert
Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA
Wasser, steril Braun, Melsungen, Germany




Alle hier aufgeführten Antikörper sind spezifisch gegen Maus-Antigene gerichtet.
Antigen Isotyp Klon Konjugat Hersteller
beta7 RIgG2a  M293 PE BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
beta7 RIgG2a  FIB27 unmarkiert BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
CD11b RIgG2b  M1/70 PE BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
CD29 AHIgG1  HMß1-1 Biotin BioLegend, San Diego, USA
CD29 AHIgG1  HMß1-1 unmarkiert BioLegend, San Diego, USA
CD31 RIgG2b  MEC 13.3 PE BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
CD49d RIgG2b  R1-2 PE BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
CD49d RIgG2b  R1-2 unmarkiert BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
CD51 RIgG1  RMV-7 PE BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
CD54 RIgG1  3E2 PE BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
CD61 AHIgG1  2C9.G2 PE BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
E-Cadherin RIgG2a 114420 unmarkiert R&D Systems, Minneapolis,
USA
Fc  RI  AHIgG1 MAR-1 FITC eBioscience, San Diego, USA
Fc  RI  AHIgG1 MAR-1 PE eBioscience, San Diego, USA
Fc  RI  AHIgG1  MAR-1 unmarkiert eBioscience, San Diego, USA
ICAM-1 RIgG2b 166623 unmarkiert R&D Systems, Minneapolis,
USA
ICAM-2 RIgG2a  3C4 unmarkiert BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
Isotypkontrolle AHIgG1 eBio299Arm FITC eBioscience, San Diego, USA
Isotypkontrolle RIgG1  R3-34 PE BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland




Antigen Isotyp Klon Konjugat Hersteller
Isotypkontrolle RIgG2b  A95-1 PE BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
Isotypkontrolle AHIgG1 eBio299Arm PE eBioscience, San Diego, USA
Isotypkontrolle RIgG2a  R35-95 unmarkiert BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
Isotypkontrolle RIgG2b  A95-1 unmarkiert BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
Isotypkontrolle RIgG1  R3-34 unmarkiert BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
Isotypkontrolle RIgG2a  RTK2758 unmarkiert BioLegend, San Diego, USA
JAM-1 RIgG2a BV12 unmarkiert Hycult bt, Uden, Niederlande
JAM-2 RIgG2a 150005 unmarkiert R&D Systems, Minneapolis,
USA
JAM-3 GIgG polyklonal unmarkiert R&D Systems, Minneapolis,
USA
Kit (CD117) RIgG2b  2B8 PE eBioscience, San Diego, USA
PECAM-1 RIgG2a  390 unmarkiert BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
T1/ST2 GIgG polyklonal Biotin R&D Systems, Minneapolis,
USA
THY1.2 RIgG2a  53-2.1 unmarkiert BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
VCAM-1 RIgG1 M/K-2 unmarkiert Acris, Herford, Deutschland
VCAM-1 RIgG2a  429 unmarkiert BioLegend, San Diego, USA
2.4 Verbrauchsmaterialien
Material Typ Hersteller
96er Maxisorp® Platte NUNC, Wiesbaden, Deutschland
Biopsie-Kasetten verschiedene Größen Thermo Fisher Scientific, Walldorf,
Deutschland
Deckgläser 24 x 46 mm Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland
Handschuhe Latex, Nitril verschiedene Hersteller




Nitrocellulose-Membranen Biostep, Jahnsdorf, Deutschland
LightCycler® Capillaries 20 µl Roche, Mannheim, Deutschland
Thermodruckpapier Mitsubishi, Düsseldorf, Deutschland
Objektträger Superfrost Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland
Papierfilter 90 mm Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland
Pipetten 5 ml in 1/10, 10 ml in
1/10, 25 ml in 2/10
BD Falcon™, Heidelberg, Deutschland;
Sarstedt AG & Co.,
Nümbrecht-Rommelsdorf, Deutschland
Pipetten-Spitzen 10 µl, 20 µl, 100 µl,
200 µl, 300 µl, 1000 µl
Sarstedt AG & Co., nerbe plus GmbH,
STARLAB GmbH
Qiashredder Qiagen, Hilden, Deutschland
Reaktionsgefäße 500 µl - 2000 µl Sarstedt, Applied Biosystems, Eppendorf
Reaktionsgefäße 8-Tube Strips 0,2 ml Kisker GbR, Steinfurt, Deutschland
Spritzen 10 ml, 50 ml Braun, Melsungen, Deutschland
Zellkultur-Membraneinsätze Porengröße 0,4 µm BD Falcon™, Heidelberg, Deutschland
Zellkulturflaschen, steril 25 cm2, 75 cm2,
175 cm2 für
Gewebezellen
Sarstedt AG & Co.,
Nümbrecht-Rommelsdorf, Deutschland;
BD Falcon™, Heidelberg, Deutschland
Zellkulturplatten, steril 6er, 24er, 96er für
Gewebezellen
BD Falcon™, Heidelberg, Deutschland
Zentrifugenröhrchen steril und unsteril, 5 ml,
15 ml und 50 ml
BD Falcon™, Heidelberg, Deutschland,





2.5 Puffer und Lösungen
Bezeichnung Zusammensetzung
Agarosegel-Lösung mit EtBr (2 %) 2 % Agarose
1 x TAE
0,5 µg/ml EtBr
FACS-Puffer PBS ohne Ca2+ und Mg2+
2 Gew./Vol. % BSA









1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) Roche, Mannheim, Deutschland
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Promega, Mannheim, Deutschland
EasySep® Mouse PE Positive Selection Kit Stem Cell Technologies
ProteoJET™ Membrane Protein Extraction Kit Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
DNAse I Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
RNeasy Mini Kit Plus Qiagen, Hilden, Deutschland
Histamin Elisa HIS EIA-4005 DRG Diagnostics, Marburg,
Deutschland
rmIL-3 Elisa Peprotech, Hamburg, Deutschland
rmSCF Elisa Peprotech, Hamburg, Deutschland
Taq DNA Polymerase Kit Qiagen, Hilden, Deutschland




Western Lightning® Plus ECL Perkin-Elmer, Waltham (MA), USA
2.7 Medien
Bezeichnung Hersteller
IMDM PAA, Pasching, Österreich
DMEM Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Hybridoma SFM Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Nicht-essentielle Aminosäuren PAA, Pasching, Österreich
FBS Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Bezeichnung Zusammensetzung
Cokulturmedium IMDM mit
10 % X63-konditioniertes Medium
5 % FBS
1 % Penicillin/Streptomycin





1 % nicht-essentielle Aminosäuren
Magermedium IMDM mit














X-63 Kulturmedium Hybridoma SFM mit
2 % FBS
1 % Penicillin/Streptomycin
1 % nicht-essentielle Aminosäuren
2.8 Software
Software Hersteller
Axio Vision Revalation 4.6 Carl Zeiss, Jena, Deutschland
FCSExpress Version 3 De Novo Software, Los Angeles, USA
Light Cycler Software Version 3 Roche, Mannheim, Deutschland
NCBI databases National Center for Biotechnology Information,
Bethesda, USA
Primer 3 SourceForge, Mountain View, USA
Revalation G3.2 DYNEX, Berlin, Deutschland
GeneSnap Syngen, Cambridge, Großbritanien





Als Versuchstiere wurden Mäuse des Inzuchtstammes C57BL/6 verwendet. Alle Versuchstiere
wurden unter spezifischen Pathogen-freien Bedingungen in der tierexperimentellen Einrichtung
des Center for Cardiovascular Research der Charité-Universitätsmedizin Berlin in einem
12-stündigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Die Versuchstiere wurden nach geltenden
Versuchstierbestimmungen in einem Typ III Käfig, bei einer angereicherten Käfigumgebung,
bestehend aus grobem Einstreu, Nestbaumaterial, Nagehölzchen sowie Unterschlupfmöglichkeiten
und freiem Zugang zu Wasser und pelletiertem Trockenfutter untergebracht. Die verwendeten
C57BL/6-Kit+/+- sowie C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Mäuse wurden von der Firma Charles River
Laboratories, Research Models and Services, Germany GmbH bezogen oder stammten aus der
eigenen Zucht der Arbeitsgruppe.
3.2 Zellbiologische Arbeiten
3.2.1 Knochenmark-generierte kultivierte murine Mastzellen (BMCMC)
Zur Präparation der Femora und Tibiae wurden 7-9 Wochen alte männliche C57BL/6-Kit+/+
bzw. -KitW-sh/W-sh-Mäuse nach einer Inhalationsnarkose mit Isofluran und zervikaler Dislokation
desinfiziert. Danach wurden Haut und Muskulatur an den hinteren Gliedmaßen abpräpariert und die
Hüftgelenke disloziert. Schließlich wurden Füße, Patella, Fibula, restliche Muskulatur und Sehnen
vollständig entfernt, Femora und Tibiae desinfiziert und in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen mit
sterilem Waschmedium gegeben und auf Eis gelagert. Unter sterilen Bedingungen wurde, nach
dem Abschneiden der Kondylen, das Knochenmark aus Femora und Tibiae mit Waschmedium
mittels Spritze und einer 25 Gauge Kanüle aus den Knochen gespült und durch mehrfaches
Auf- und Abpipettieren mit einer 10 ml Stabpipette aufgebrochen. Anschließend wurden die
Zellen durch Zentrifugation bei 300 g für 8 min bei 4  C pelletiert, in 20 ml/Maus Vollmedium
resuspendiert und in eine 25 cm2 Gewebezellkulturflasche überführt. Bis zur Verwendung
wurden die Zellen bei 37  C und 5 % CO2 in humider Atmosphäre kultiviert. Dabei erfolgte
zweimal wöchentlich ein vollständiger Mediumwechsel. Darüber hinaus wurden die Kulturflaschen
gewechselt, mit dem Ziel, die adhärent wachsenden Stromazellen sukzessive zu entfernen. Um
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die Proliferationsrate der BMCMC vor den Experimenten zu reduzieren, wurde das Vollmedium
ab Woche 3 der Kultivierung durch Magermedium ersetzt. Nach insgesamt 3-4 Wochen Kultur
wurden die Zellen hinsichtlich ihrer Vitalität und Reinheit untersucht und, vorausgesetzt beide
betrugen   95 %, für Experimente verwendet. Die Vitalitätsrate wurde durch Zellzählung nach
Färbung mit Trypanblau-Lösung (vgl. Kapitel 3.2.6) bestimmt. Die Reinheit der BMCMC wurde
durch Färbung der Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen Fc"RI↵ und Kit sowie
anschließender durchflusszytometrischer Messung (vgl. Kapitel 3.3.1) ermittelt.
3.2.2 Verwendete Zelllinien
3.2.2.1 Swiss Albino 3T3 Fibroblasten
Die Swiss Albino 3T3 Zellen, eine immortalisierte embryonale Fibroblasten (Fb)-Zelllinie, wurde
von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen
und entsprechend den Empfehlungen der DSMZ in supplementiertem DMEM (Fb-Medium)
kultiviert und zweimal pro Woche passagiert. Dazu wurde das Medium entfernt, der Zellrasen
einmal mit kaltem PBS ohne Ca2+ und Mg2+ gespült und anschließend für 10 min mit Trypsin
(0,5 Gew./Vol. %)/ EDTA (0,22 Gew./Vol. %) bei 37  C und 5 % CO2 in humider Atmosphäre
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe des doppelten Volumens von kaltem PBS gestoppt, die
Zellen in Zentrifugenröhrchen überführt und für 8 min bei 300 g und 4  C pelletiert. Im Anschluss
wurden die Zellen in Fb-Medium resuspendiert und, in einer Ratio von 1:6 - 1:8 geteilt, in neuen
Gewebezellkulturflaschen weiter kultiviert.
3.2.2.2 Hybridom-Zelllinie X63
Die rmIL-3-sezernierende Hybridom-Zelllinie, ursprünglich generiert von A. Rolink am
ehemaligen Institut für Immunologie in Basel, wurde freundlicher Weise von Dr. Rolf
Jessberger, Professor am Institut für Physiologische Chemie an der Medizinischen Fakultät der
Technischen Universität in Dresden, zur Verfügung gestellt [170]. Die X63-Zellen wurden in
Suspensionszellkulturflaschen mit 175 cm2 Wachstumsfläche in 50-100 ml supplementiertem
Hybridomzell-Kulturmedium bei 37  C und 5 % CO2 in humider Atmosphäre kultiviert. Zwei- bis
dreimal wöchentlich wurden die Zellsuspensionen geteilt und mit frischem Kulturmedium versorgt.
Zur Ernte des konditionierten Überstandes wurden die Zellsuspension in 50 ml Zentrifugenröhrchen
bei 250 g und 4 °C für 10 min zentrifugiert, die Überstände zusammengefügt, sterilfiltriert und bis
zur weiteren Verwendung bei 20  C gelagert. Die erzielte rmIL-3-Konzentration wurde schließlich
mittels ELISA (Kapitel 3.3.3) bestimmt.
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3.2.3 Cokultur aus BMCMC und Fibroblasten
Der Versuchsaufbau der Cokultur aus BMCMC und Fb setzt sich aus verschiedenen Ansätzen
zusammen. Zur Kontrolle wurden BMCMC und Fb jeweils allein kultiviert. Um die Auswirkungen
einer Interaktion der Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen einmal gemeinsam (Cokultur)
und einmal, durch einen für Zellen unpassierbaren Transmembraneinsatz mit einer Porengröße
von 0,4 µm, getrennt (Insert-Cokultur) in einem Ansatz kultiviert. Dazu wurden entsprechend
der jeweiligen Ansätze am Tag -1 der Cokultur je 7x104 Fb pro Vertiefung/Well einer
Gewebezellkulturplatte mit insgesamt sechs Vertiefungen/Wells in jeweils 3 ml Kulturmedium
eingesät. Am darauf folgenden Tag 0 wurden, nach dem Verwerfen des Überstandes, die
Fibroblasten-Monolagen jeweils mit 3 ml PBS gespült. Schließlich wurden entsprechend der
verschiedenen Ansätze pro Vertiefung jeweils 1,4x105 BMCMC in 3 ml Cokulturmedium eingesät
bzw. lediglich das Cokulturmedium dazu gegeben. Um die ausreichende Nährstoffversorgung der
Zellen zu gewährleisten, wurde jeweils an Tag 3 und 7 der Cokultur das Medium gewechselt.
Dazu wurden die Kulturüberstände zunächst in 50 ml Röhrchen überführt und bei 300 g für
8 min bei 4  C abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen der Überstände wurden die Zellen in
frischem Cokulturmedium gleichen Volumens resuspendiert und in die entsprechenden Ansätze
zurückgegeben. Die Ernte der Zellen und Überstände zur späteren Analyse erfolgte jeweils an Tag
3, 7 und 11 der Cokultur.
3.2.4 Ernte der Cokultur-Ansätze
An Tag 3, 7 und 11 wurden Zellen und Zellkulturüberstände der Cokultur geerntet. Dazu wurden
alle Überstände mit den ggf. darin enthaltenen Suspensionszellen in 50 ml Zentrifugenröhrchen
überführt und bei 300 g und 4  C für 8 min zentrifugiert. Die Überstände wurden aliquotiert und
anschließend bei  80  C gelagert. Die Suspensionszellen wurden in kaltem PBS resuspendiert
und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt. Die adhärenten Zellen wurden je Vertiefung
mit 1 ml 0,005 Gew./Vol. % Trypsin in PBS für 30 min bei 37  C und 5 % CO2 in humider
Atmosphäre inkubiert. Nach 30 min wurde die Trypsin-Behandlung durch die Zugabe des
zweifachen Volumens an kaltem PBS abgestoppt, die Zellen durch Zentrifugation pelletiert,
anschließend in kaltem PBS resuspendiert und auf Eis gelagert. Es wurde jeweils eine Probe zur
Zellzählung und Vitalitätsbestimmung (vgl. Kapitel 3.2.6) entnommen. Eine weitere Probe wurde
für die durchflusszytometrische Analyse (vgl. Kapitel 3.3.1) zur Bestimmung des Zellverhältnisses
verwendet. Dazu wurden die Zellen mit den Antikörpern anti-Kit-FITC (MZ-Marker) und
anti-Thy1.2-PE (Fb-Marker) gefärbt. Zusätzlich wurde eine Probe der Zellen mit anti-Fc"RI-PE
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gefärbt, um die Expression des hochaffinen IgE-Rezeptors auf den MZ zu überprüfen. Die
Cokulturzellen wurden dann vor der späteren Analyse zunächst mittels magnetischer Zellseparation
(vgl. Kapitel 3.3.2) getrennt, während die Zellen der anderen Ansätze ohne weitere Aufreinigung
als Zellpellets bei  80  C eingelagert wurden.
3.2.5 Spezial-Cokultur
Um zu untersuchen, ob es durch die Cokultur von Fb und BMCMC zur Freisetzung relevanter
löslicher Mediatoren kommt, wurde eine besondere Form der Cokultur etabliert. Dazu wurde, neben
der BMCMC Kontrolle und der bereits beschriebenen Insert-Cokultur, eine Spezial-Insert-Cokultur
angesetzt, wobei eine Hälfte (7x104) der eingesetzten BMCMC direkt auf den Fb und die andere
Hälfte der BMCMC durch einen Transmembraneinsatz abgetrennt im selben Ansatz kultiviert
wurden.
3.2.6 Zellzählung und Vitalitätsbestimmung mit Trypanblau - Lösung
Zur Bestimmung von Gesamtzellzahl und dem Anteil vitaler Zellen wurden jeweils 20 µl der zu
untersuchenden Zellsuspension mit 20 µl einer 0,4-prozentigen (Gew./Vol.) Trypanblau-Lösung
versetzt und in eine Neubauer-improved Zählkammer von Marienfeld (Tiefe 0,1 mm, Fläche
eines Großquadrates 1 mm2) gegeben. Vitale Zellen erscheinen nach einer Färbung mit
Trypanblau-Lösung ungefärbt, tote Zellen sind hingegen stark dunkelblau gefärbt, da der
Farbstoff durch die nicht intakte Zellmembran dringt. Es wurden pro Zellzählung mindestens 2x4
Großquadrate ausgezählt. Unter der Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors und der Daten der
verwendeten Zählkammer wurden die Zellzahlen wie folgt errechnet:
Anzahl der Zellen
ausgezählte Fläche (4mm2) x Kammertiefe (0,1mm) x Verdünnung(1/2)
x 103 = Zellen pro ml.
Formel 1: Berechnung der Zellzahl pro ml mittels Neubauer-improved Zählkammer
Die Vitalitätsrate der gezählten Zellen ließ sich durch die folgende Berechnung ermitteln:
Anzahl der ungefärbten Zellen Anzahl der dunkelblau gefärbten Zellen
Anzahl der ungefärbten Zellen
x 100%= Vitalitätsrate in %.





Bei der Durchflusszytometrie (engl. Fluorescence Activated Cell Scanning, FACS) handelt es
sich um ein optisches Messverfahren zur Charakterisierung von Zellen. Diese werden dazu im
Durchflusszytometer in einem Flüssigkeitsstrom in einer Kapillare einzeln an einem 635 nm
Diodenlaser und einem 488 nmArgon-Laser vorbeigeführt. Das von den Zellen gestreute Licht wird
detektiert. Dabei gibt das Vorwärtsstreulicht (engl. forward scatter, FSC) Aufschluss über die Größe
der Zellen und das Seitwärtsstreulicht (engl. side scatter, SSC) über die Komplexität der Zellen,
beeinflusst durch deren Granularität, Größe und Struktur des Zellkerns und die Menge der Vesikel
im Zytoplasma. Mit dem Durchflusszytometer können neben dem Streulicht auch verschiedene
emittierte Fluoreszenzen detektiert werden. Dadurch ist es beispielsweise möglich, durch Bindung
fluoreszenzmarkierter Antikörper an Antigene der Zelle deren Expression zu untersuchen.
3.3.1.1 Spezifische Blockierung von CD16 (FcgRIII) und CD32 (FcgRII)
MZ exprimieren die IgG-Rezeptoren CD16 und CD32 auf der Zelloberfläche [23]. Um eine
unspezifische Bindung der verwendeten fluoreszenzmarkierten Antikörper der Isotypen IgG1, IgG2a
und IgG2b an diese Rezeptoren auszuschließen, wurden die Zellen vor jeder Färbung mit einem
spezifischen Antikörper gegen CD16 und CD32, dem sogenannten FcR-Block, vorinkubiert. Dazu
wurden Zellen einmal mit kaltem PBS gewaschen, anschließend in einer Zelldichte von 1x106/ml
in FACS-Puffer aufgenommen und mit 0,8 µg/ml FcR-Block (aCD16/aCD32) für 15 min auf Eis
inkubiert. Nach erneutem Waschen können die Zellen mittels spezifischer fluoreszenzmarkierter
Antikörper gefärbt werden.
3.3.1.2 Färbung von Oberflächenmolekülen mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern
Nach der Inkubation mit dem FcR-Block wurden die Zellen in einer Dichte von 1x106/ml in
FACS-Puffer resuspendiert. In Ansätzen von 100 µl wurden die Zellen mit den entsprechenden
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikörpern für 30 min in Dunkelheit auf Eis gefärbt. Zur
Kontrolle wurden die entsprechenden Isotypkontrollen und ungefärbte Zellen mitgeführt. Im
Anschluss daran wurden die Zellen pro Ansatz zweimal mit 400 µl FACS-Puffer gewaschen, dann
in je 50 µl FACS-Puffer aufgenommen und zeitnah mit einem FACSCalibur und der Software
CellQuest™ Pro der Firma Becton Dickinson analysiert. Die spätere Auswertung der Daten erfolgte
mittels der Software FCS Express Version 3 von De Novo Software.
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3.3.1.3 Färbung von Oberflächenmolekülen mit Primär- und Sekundärantikörpern
Nach der Inkubation mit dem FcR-Block wurden die Zellen in einer Dichte von 1x106 /ml in
FACS-Puffer resuspendiert. In Ansätzen von 100 µl wurden die Zellen mit den entsprechenden
spezifischen unmarkierten Antikörpern für 30 min in Dunkelheit auf Eis gefärbt. Im Anschluss
daran wurden die Zellen pro Ansatz zweimal mit 400 µl FACS-Puffer gewaschen und dann erneut
in je 100 µl FACS-Puffer aufgenommen. Entsprechend der Isotypen der primären Antikörper
wurde nun mit einem spezifischen fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper gefärbt. Zur Kontrolle
wurden ungefärbte Zellen und Zellen, welche lediglich mit Sekundärantikörper inkubiert wurden,
mitgeführt. Anschließend wurden die Zellen pro Ansatz zweimal mit 400 µl FACS-Puffer
gewaschen, dann in je 50 µl FACS-Puffer aufgenommen und zeitnah mit einem FACSCalibur und
der Software CellQuest™ Pro der Firma Becton Dickinson analysiert. Die spätere Auswertung der
Daten erfolgte mittels der Software FCS Express Version 3 von De Novo Software.
3.3.1.4 Färbung von Oberflächenmolekülen mit Biotin-konjugierten Primärantikörpern und
Fluorochrom-konjugiertem Streptavidin
Die Prozedur entspricht der oben beschriebenen Färbung von Oberflächenmolekülen mit
Primär- und Sekundärantikörpern (vgl. Kapitel 3.3.1.3). Anstatt eines unkonjugierten Antikörpers
wurde jedoch ein mit Biotin markierter spezifischer Antikörper verwendet und anstelle
eines spezifischen fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpers wurde Phycoerythrin-konjugiertes
Streptavidin verwendet. Zur Kontrolle wurden ungefärbte Zellen und Zellen, welche nur mit
Phycoerythrin-konjugiertem Streptavidin inkubiert wurden, mitgeführt.
3.3.2 Magnetische Zellseparation der Cokulturzellen
Um die MZ aus der Cokultur gezielt analysieren zu können, mussten sie zunächst von den Fb
separiert werden. Bei der magnetischen Zellseparation nutzt man die Expression charakteristischer
Oberflächenantigene zur Isolierung einzelner Zellpopulationen. Dazu werden magnetische Partikel
verwendet, die an spezifische Antikörper gegen Oberflächenantigene gekoppelt werden. Durch
ein magnetisches Feld können die mit diesen Partikeln markierten Zellen von den unmarkierten
getrennt werden. Dabei kommen zwei verschiedene Strategien in Frage. Einerseits die positive
Selektion, bei der die Zielzellen markiert werden, andererseits die negative Selektion, bei der die
zu depletierenden Zellen markiert werden. Zur Separation der Cokulturzellen wurden verschiedene
EasySep® Mouse PE Positive Selection Kits der Firma Stem Cell Technologies verwendet.
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3.3.2.1 Negative Selektion der MZ mit EasySep® Mouse CD90.2 PE-Selection Kit
Bei der negativen Aufreinigung der MZ aus der Cokultur wurden die Fb mit einem spezifischen
PE-markierten Antikörper gegen CD90.2, auch Thy1.2 genannt, und mit magnetischen Partikeln
markiert. Dazu wurden die Cokulturzellen zunächst mit dem Separationsmedium gewaschen
und dann in einer Zelldichte von 5x107 Zellen/ml in dem Separationsmedium aufgenommen.
Anschließend wurde die Zellsuspension in ein 5 ml Zentifugenröhrchen überführt und entsprechend
der Vorgaben des Herstellers mit den magnetischen Nanopartikeln markiert. Nach dem Markieren
wurde die Zellsuspension mit dem Separationsmedium auf ein Volumen von 2,5 ml aufgefüllt und
in den Magneten gestellt. Durch das Magnetfeld wurden alle markierten Zellen, in diesem Fall
die Fb, an der Wand des Röhrchens gehalten, während alle unmarkierten Zellen, hier die MZ,
abgegossen werden konnten. Diese Prozedur wurde sowohl für die positive Fraktion als auch für
die negative Fraktion jeweils dreimal wiederholt, um eine möglichst hohe Reinheit zu erreichen.
Zur Überprüfung der Reinheit wurde im Anschluss eine durchflusszytometrische Analyse (vgl.
Kapitel 3.3.1) nach zusätzlicher Färbung mit anti-Kit-FITC durchgeführt. Die Zellen wurden für
spätere Untersuchungen einmal mit kaltem PBS gewaschen und als Zellpellets bei 80  C gelagert.
3.3.2.2 Positive Selektion der MZ mit EasySep® Mouse PE-Selection Kit
Bei der positiven Aufreinigung der MZ aus der Cokultur wurden die MZ mit einem spezifischen
PE-markierten Antikörper gegen die alpha-Kette des hochaffinen IgE Rezeptors (Fc"RI↵) und den
magnetischen Partikeln markiert. Diese Form der Aufreinigung wurde zur Gewinnung der Proben
für die spätere Expressionsanalyse mittels Affymetrix GeneChip® Mouse Gene 1.0 ST Array und
RTq-PCR verwendet, da sie eine höhere Reinheit erzielt und die gebundenen Nanopartikel nicht
störend wirken. Dazu wurden die Cokulturzellen zunächst mit dem Separationsmedium gewaschen
und dann in einer Zelldichte von 5x106 Zellen/ml in dem Separationsmedium aufgenommen,
in ein 5 ml Zentifugenröhrchen überführt und 15 min mit 1,6 µg FcR-Block (aCD16/CD32)
pro ml auf Eis inkubiert. Überschüssige Antikörper wurden durch einmaliges Waschen mit dem
Separationsmedium entfernt. Danach erfolgte die Markierung der MZ mit dem PE-markierten
Antikörper gegen Fc"RI↵ in einer Konzentration von 1 µg/ml für 30 min im Dunkeln auf
Eis. Die Zellen wurden erneut gewaschen, in einer Zelldichte von 5x107 Zellen/ml in dem
Separationsmedium aufgenommen und nach Vorschrift des Herstellers mit den magnetischen
Nanopartikeln markiert. Anschließend wurde die Zellsuspension mit dem Separationsmedium
auf ein Volumen von 2,5 ml aufgefüllt und in den Magneten gestellt. Durch das Magnetfeld
wurden die markierten Zellen, hier die MZ, an der Wand des Röhrchens gehalten, während die
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unmarkierten Zellen, in diesem Fall die Fb, abgegossen werden konnten. Diese Prozedur wurde für
die positive Fraktion jeweils dreimal wiederholt, um eine möglichst hohe Reinheit zu erreichen.
Zur Überprüfung der Reinheit wurde im Anschluss eine durchflusszytometrische Analyse (vgl.
Kapitel 3.3.1) durchgeführt. Die Zellen wurden für spätere Untersuchungen einmal mit kaltem PBS
gewaschen und als Zellpellets bei  80  C gelagert.
3.3.3 Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA)
Der Enzym-gekoppelte Immunadsorbtionstest (engl. Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA)
ist ein immunologisches Verfahren zum Nachweis von Proteinen und niedermolekularen
Verbindungen. Es basiert auf einer enzymatischen Reaktion mit Farbumschlag. Alle in dieser
Arbeit verwendeten ELISA sind kommerziell erhältlich und wurden gemäß den Empfehlungen der
Hersteller durchgeführt.
3.3.3.1 Probengewinnung für ELISA
Mittels ELISA wurden Zellkulturüberstände oder Zelllysate analysiert. Zellkulturüberstände
wurden dazu durch Zentrifugation bei 300 g, bei 4  C für 8 min von Zellen befreit, aliquotiert
und bei  80  C bis zur Verwendung gelagert. Zur Gewinnung der Zelllysate wurden die zu
untersuchenden Zellen jeweils zweimal mit PBS ohne Ca2+ und Mg2+ gewaschen und schließlich
als Zellpellets verschiedener Zellzahlen bei 80  C gelagert. Zur Lyse der Zellen wurden die Pellets
bei Bedarf in PBS ohne Ca2+ und Mg2+ aufgenommen und durch Auftauen auf Eis, vortexen und
erneutes Einfrieren auf Trockeneis, in insgesamt 5 Zyklen aufgebrochen. Anschließend wurden
die Lysate für 20 min bei 4  C und 3000 g zentrifugiert, um die Zelltrümmer zu pelletieren. Die
Überstände wurden dann in neue Reaktionsgefäße überführt und bis zur weiteren Verwendung bei
 80  C gelagert. Zur Analyse der Proben mittels ELISA wurden alle Proben höchstens zweimal
aufgetaut und anschließend verworfen.
3.3.4 Untersuchung des Adhäsionsverhaltens von BMCMC an Fb
3.3.4.1 Analyse der Expression von Adhäsionsmolekülen auf den Fb
Der Fb-Zellrasen wurde nach dem Verwerfen des Zellkultur-Überstandes einmal mit kaltem PBS
ohne Ca2+ und Mg2+ gewaschen und durch 10 min Inkubation mit Trypsin (0,5 Gew./Vol. %)/
EDTA (0,22 Gew./Vol. %) bei 37  C und 5 % CO2 in humider Atmosphäre abgelöst. Dann
wurde die Reaktion durch Zugabe des doppelten Volumens an kaltem PBS gestoppt, die Zellen in
Zentrifugenröhrchen überführt und für 8 min bei 300 g und 4  C pelletiert. Im Anschluss wurden die
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Zellen einmal mit PBS gewaschen, gezählt (vgl. Kapitel 3.2.6) und in einer Zelldichte von 1x106/ml
in FACS-Puffer aufgenommen und mittels Primär- und Sekundärantikörpern (vgl. Tabelle 2), wie
in Kapitel 3.3.1.3 beschrieben, markiert und durchflusszytometrisch analysiert.
Tabelle 2: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper mit Konzentrationsangabe zur Detektion von
Adhäsionsmolekülen auf Fb mittels FACS
Primärantikörper Isotyp Konzentration Sekundärantikörper
(µg/ml)
Anti - E-Cadherin Ratte IgG2a 3,0
PE-konjugiertes (ab’)2 Fragment Ziege
anti-Ratte IgG (5 µg/ml)
Anti - ICAM-1 Ratte IgG2b 2,5
Anti - ICAM-2 Ratte IgG2a  3,0
Anti - PECAM-1 Ratte IgG2a  2,5
Anti - THY1.2 Ratte IgG2a  2,5
Anti - VCAM-1 Ratte IgG1 2,5
Anti - JAM-1 Ratte IgG2a 3,0
Anti - JAM-2 Ratte IgG2a 2,5
Anti - JAM-3 Ziege IgG 3,0 FITC-konjugiertes F(ab’)2 Fragment Affe
anti-Ziege IgG (7,5 µg/ml)
3.3.4.2 Analyse der Expression von Adhäsionsmolekülen auf den BMCMC
Die BMCMC wurden, wie in den Kapiteln 3.3.1.1 und 3.3.1.2 beschrieben, mit spezifischen
Antikörpern gegen verschiedene Adhäsionsmoleküle (vgl. Tabelle 3) markiert und
durchflusszytometrisch analysiert.
Tabelle 3: Verwendete Antikörper mit Konzentrationsangabe zur Detektion von Adhäsionsmolekülen auf
BMCMC mittels FACS
Antikörper Isotyp Fluorochrom Konzentration
µg/ml
Anti-Kit Ratte IgG2b  PE 1,0
Anti-Fc  RI Armenischer Hamster IgG1 PE 1,0
Anti-Fc  RI Armenischer Hamster IgG1 FITC 2,5
Anti-T1/ST2 Ratte IgG Biotin 1,0
Anti-CD11b Ratte IgG2b  PE 1,0
Anti-CD29 Armenischer Hamster IgG1 Biotin 2,5
Anti-CD31 Ratte IgG2b  PE 1,0
Anti-CD49d Ratte IgG2b  PE 1,0
Anti-CD51 Ratte IgG1  PE 1,0
Anti-CD54 Ratte IgG1  PE 1,0
Anti-CD61 Armenischer Hamster IgG1 PE 1,0
Anti-Beta7 Ratte IgG2a  PE 1,0
Isotypkontrolle Ratte IgG1  PE 1,0
Isotypkontrolle Ratte IgG2a  PE 1,0
Isotypkontrolle Ratte IgG2b  PE 1,0
Isotypkontrolle Armenischer Hamster IgG1 FITC 2,5
Isotypkontrolle Armenischer Hamster IgG1 PE 1,0
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3.3.4.3 Adhäsionsversuche mit blockierten Adhäsionsmolekülen
Vor jedem Adhäsionsversuch wurden je 1x105 Fb pro Kammer eines Kammerobjektträgers
mit insgesamt 8 Kammern, in jeweils 400 µl Kulturmedium eingesät und bis zum Erreichen
konfluenter Zellrasen bei 37  C und 5 % CO2 in humider Atmosphäre inkubiert. Waren die
Fb konfluent gewachsen, wurden die Versuche durchgeführt. BMCMC wurden, zur späteren
Visualisierung, mittels Streptavidin-gekoppeltem Fluoreszenzfarbstoff Cyanin Dye 3 (Cy3)
von Sigma, mit D-Biotinyl-"-Aminocapronsäure-N-Hydroxysuccinimidester (Biotin) von Roche
biotinyliert (vgl. Kapitel 3.3.4.3.1). Anschließend wurden, entsprechend der Versuche, entweder
Adhäsionsmoleküle auf den Fb (vgl. Kapitel 3.3.4.1) oder den BMCMC (vgl. Kapitel 3.3.4.2) durch
funktionsblockierende Antikörper blockiert, bevor die Zellen gemeinsam inkubiert wurden, um
Adhäsion zu ermöglichen (vgl. Kapitel 3.3.4.3.4). Nach Entfernung aller nicht adhärenten Zellen
wurden die Präparate mittels eiskaltem Methanol fixiert und bis zur Färbung und Auswertung (vgl.
Kapitel 3.3.4.3.5) bei  20  C aufbewahrt.
3.3.4.3.1 Biotinylierung der BMCMC
Um die gebundenen BMCMC später visualisieren zu können, wurden sie zunächst mittels
Biotin markiert. Dazu wurden die BMCMC aus der Kultur entnommen, bei 300 g und 4  C
für 8 min pelletiert, zweimal mit kaltem PBS ohne Ca2+ und Mg2+ gewaschen und mittels
Trypanblau-Färbung und Zählkammer gezählt. Dann wurden die Zellen in einer Dichte von
1-4x106 Zellen/ml in kaltem PBS aufgenommen und nach Zugabe von 10 µl/ml der Biotin-Lösung
(25 mg/ml Dimethylformamid) 20 min auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
des 5-fachen Volumens an kaltem PBS gestoppt, die Zellen abzentrifugiert und dreimal mit kaltem
PBS gewaschen und in serumfreiem IMDM resuspendiert. Bis zur weiteren Verwendung, entweder
direkt zur Inkubation mit Fb oder zur vorherigen Blockierung von Adhäsionsmolekülen, wurden
die BMCMC auf Eis gestellt.
3.3.4.3.2 Blockierung der Adhäsionsmoleküle auf Fb
Zur Blockierung verschiedener Adhäsionsmoleküle auf den Fb wurden diese je Kammer zweimal
mit 500 µl PBS gespült. Anschließend wurden je 200 µl serum-freies IMDMmit den verschiedenen
blockierenden Antikörpern (vgl. Tabelle 4) in der entsprechenden Konzentration dazugegeben und
für 30 min bei 37  C und 5 % CO2 in humider Atmosphäre inkubiert. Danach wurden ungebundene
Antikörper durch zweimaliges Waschen mit je 400 µl PBS entfernt und die Zellen bis zur weiteren




Tabelle 4: Verwendete Antikörper mit Konzentrationsangabe zur Blockierung von Adhäsionsmolekülen auf Fb
Antikörper Isotyp Fluorochrom Konzentration
µg/ml
Anti - VCAM-1 RIgG2a  unmarkiert 2,5
Anti - ICAM-2 RIgG2a  unmarkiert 2,5
Anti - E-Cadherin RIgG2a unmarkiert 2,5
Anti - JAM-3 GIgG unmarkiert 2,5
Anti - Thy1.2 RIgG2a  unmarkiert 2,5
Isotypkontrolle RIgG1a  unmarkiert 2,5
Isotypkontrolle RIgG2a  unmarkiert 2,5
Isotypkontrolle RIgG2b  unmarkiert 2,5
Isotypkontrolle RIgG2a  unmarkiert 2,5
3.3.4.3.3 Blockierung der Adhäsionsmoleküle auf BMCMC
Zur Blockierung verschiedener Adhäsionsmoleküle auf den BMCMC wurden diese nach der
Biotinylierung (vgl. Kapitel 3.3.4.3.1) in einer Zelldichte von 1x106/ml in serum-freiem IMDM
aufgenommen, in verschiedene Ansätze zu je 500 µl in 5 ml sterile Zentrifugenröhrchen pipettiert
und mit den verschiedenen blockierenden Antikörpern (vgl. Tabelle 5) in den entsprechenden
Konzentrationen für 30 min bei 37  C und 5 % CO2 in humider Atmosphäre inkubiert. Danach
wurden ungebundene Antikörper durch zweimaliges Waschen je Ansatz mit 500 µl serum-freiem
IMDM entfernt, die Zellen jeweils in 500 µl serum-freiem IMDM resuspendiert und bis zur weiteren
Verwendung und auf Eis gestellt.
Tabelle 5: Verwendete Antikörper mit Konzentrationsangabe zur Blockierung von Adhäsionsmolekülen auf
BMCMC
Antikörper Isotyp Markierung Konzentration
µg/ml
CD29 AHIgG1  unmarkiert 1,3
CD49d RIgG2b  unmarkiert 1,3
beta7 RIgG2a  unmarkiert 1,3
Isotypkontrolle AHIgG1  unmarkiert 1,3
Isotypkontrolle RIgG2a  unmarkiert 1,3
Isotypkontrolle RIgG2b  unmarkiert 1,3
3.3.4.3.4 Adhäsion und Fixierung
Pro Kammer wurden 1x105 BMCMC in 200 µl serumfreiem IMDM für 30-60 min gemeinsam mit
den Fb bei 37  C und 5 % CO2 in humider Atmosphäre inkubiert. Alle nicht adhärenten Zellen
wurden durch mehrfaches Waschen mit 400 µl PBS mit Ca2+ und Mg2+ pro Kammer entfernt und
die Zellenrasen mittels eiskaltem Methanol für 10 min bei  20  C fixiert. Abschließend wurde
das Methanol abgenommen. Die Kammerobjektträger wurden für 30 min bei Raumtemperatur
luftgetrocknet und bis zur Färbung und Auswertung (vgl. Kapitel 3.3.4.3.5) bei 20  C aufbewahrt.
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3.3.4.3.5 Färbung mit Streptavidin-Cy3 und Auswertung
Nach der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit PBS mit 1 % BSA für 30 min bei
Raumtemperatur, wurden die fixierten Zellen für 60 min mit Streptavidin-CY3 (2 µg/ml in
PBS mit 1 % BSA) im Dunkeln gefärbt. Anschließend wurden die Zellen je zweimal mit
400 µl PBS gewaschen. Nach dem Entfernen der Kammern von den Objektträgern wurden
die Präparate mit Glycerol eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte an einem computergestützten
Axioplan2-Mikroskop von Zeiss, gesteuert durch die Software Axiovision Version 4.6 von Zeiss. Es
wurden je Kammer 10 mikroskopische Felder bei einer 400-fachen Vergrößerung ausgezählt.
3.3.5 Stimulation von BMCMC mit immobilisiertem VCAM-1
Zur Beschichtung wurden am Tag -1 der Kultur Gewebezellkulturplatten mit 96 Vertiefungen
mit der rmVCAM-1-hIgG-FcChimäre oder der hIgG-FcChimäre als Isotypkontrolle, jeweils in
einer Konzentration von 10 µg/ml 0,1 Gew./Vol. % BSA in PBS mit Ca2+ und Mg2+ in einem
Volumen von 100 µl pro Vertiefung, unter sterilen Bedingungen bestückt. Anschließend wurde die
so vorbereitete Zellkulturplatte steril verpackt und über Nacht im Kühlschrank bei 4  C inkubiert.
Vor der Einsaat der BMCMC wurden die Überstände verworfen, die Vertiefungen je zweimal
mit 300 µl Cokulturmedium gespült und anschließend mit je 50 µl Cokulturmedium bzw. 50 µl
Cokulturmedium mit 10 ng/ml rmSCF befüllt und für 1 h bei 37  C und 5 % CO2 in humider
Atmosphäre äquilibriert. Die BMCMC wurden vor der Einsaat aus der Kultur entnommen, bei
300 g und 4  C für 8 min pelletiert, einmal mit PBS ohne Ca2+ und Mg2+ gewaschen und nach
Zellzählung und Vitalitätsbestimmung (vgl. Kapitel 3.2.6) auf eine Zelldichte von 2,5x105 pro ml
in Cokulturmedium mit bzw. ohne 10 ng/ml rmSCF eingestellt. Pro Vertiefung der Zellkulturplatte
wurden je 100 µl der Zellsuspension zu den bereits 50 µl Cokulturmedium gegeben, wodurch
schließlich eine Zellzahl von 2,5x104 BMCMC in 150 µl Cokulturmedium pro Vertiefung erreicht
wurde. Zur Gewährleistung einer ausreichenden Nährstoffversorgung der Zellen wurden an den
Tagen 3 und 7 der Kultur je Vertiefung 50 µl des entsprechenden Kulturmediums dazu gegeben. An
den Tagen 3 und 7 wurden die Zellen bezüglich ihrer Proliferation untersucht. Am Tag 11 wurden
die Zellen für die Untersuchungen der Differenzierung geerntet.
3.3.5.1 Bestimmung der relativen Proliferation mittels MTS
Aufgrund der geringen Zellzahl wurde die Proliferation der BMCMC nach 3 bzw. 7 Tagen
Inkubation mit VCAM-1, der Isotypkontrolle bzw. VCAM-1 oder Isotypkontrolle plus je
10 ng/ml rmSCF colorimetrisch mit Hilfe des CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
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Proliferation Assay von Promega bestimmt. Dazu wurden in jede zu untersuchende Vertiefung
20 µl MTS (3-(4,5-dimethylthiazol)-2-yl-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium))/PMS (phenazine methosulfate solution)-Reagenz pro 100 µl Medium
hinzupipettiert und die Zellen bei 37  C für ein bis zwei h bei 37  C und 5 % CO2 in
humider Atmosphäre inkubiert. Die Absorption des entstandenen Formazan-Produkts, die
direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen ist, wurde photometrisch bei einer Wellenlänge
von 490 nm bestimmt. Pro Ansatz wurde eine Dreifach-Bestimmung durchgeführt.
3.3.5.2 Ernte der Zellen zur Bestimmung der Differenzierung
Am Tag 11 wurden die Zellen geerntet. Dazu wurden alle Zellen durch mehrfaches Auf-
und Abpipettieren resuspendiert, in 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt und bei 300 g und
4  C für 8 min zentrifugiert. Die Überstände wurden verworfen und die Zellen in kaltem PBS
gewaschen. Dann wurden sie in kaltem PBS resuspendiert. Es wurde jeweils eine Probe zur
Zellzählung und Vitalitätsbestimmung (vgl. Kapitel 3.2.6) entnommen. Eine Probe aller Ansätze
wurde als Zellpellet bei  80  C zur späteren Bestimmung des Histamingehaltes per ELISA (vgl.
Kapitel 3.3.3) eingelagert. Eine weitere Probe aller Ansätze wurde in der RNA-stabilisierenden
Lösung RNAprotect® Cell Reagent von Qiagen lysiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei  20
bis  80  C gelagert.
3.4 Molekularbiologische Arbeiten
Um die Expression verschiedener MZ-Reifungsmarker auf der Ebene der messengerRNA
(mRNA) zu untersuchen, wurden die mRNAs verschiedener Ansätze isoliert und mittels Reverse
Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) analysiert. Um später auch eine quantitative
Auswertung der Expression verschiedener Marker zu ermöglichen, wurde zusätzlich eine
Expressionsanalyse mittels Real-Time PCR durchgeführt. Um zusätzlich einen sehr umfassenden
Überblick über die durch die Interaktion mit Fb in den MZ regulierten Gene zu erhalten, wurden
einige Proben mittels Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST Array untersucht.
3.4.1 Isolation von Ribonukleinsäure
Zur Isolierung der Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid, RNA) wurden die entsprechenden
Proben zu Zellpellets aus mindestens 5x105 Zellen verarbeitet, die dann in der RNA-stabilisierenden
Lösung RNAprotect® Cell Reagent von Qiagen lysiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei  20
oder  80  C gelagert wurden. Die Lysate wurden zunächst mit Hilfe der sogenannten Qiashredder
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(Qiagen) homogenisiert. Danach wurde die RNA, den Herstellerangaben des verwendeten RNeasy
Plus Mini Kit folgend, aus den Zelllysaten isoliert. Diese manuelle RNA-Präparationsmethode
basiert auf der Verwendung von Silicagel-Membran-Zentrifugensäulen. Dabei wurde im ersten
Schritt genomische DNA entfernt und in weiteren Schritten die RNA gefällt, gewaschen und
luftgetrocknet. Abschließend wurde die RNA jeweils in RNase-freiem Wasser eluiert und bis zur
weiteren Verarbeitung bei  80  C gelagert.
3.4.2 Expressionsanalyse mittels Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Amplifikation spezifischer
DNA-Fragmente [171]. Die RT-PCR ist eine besondere Form der PCR und eine zur
Expressionsanalyse eines Zielgens standardmäßig genutzte Methode. Dazu wird die zu
untersuchende RNA mittels Reverser Transkriptase (RT) in stabilere complementary DNA
(cDNA) umgeschrieben. Als Primer werden, anstatt eines sequenzspezifischen Primerpaares,
beispielsweise Oligo-dT-Primer verwendet, deren Sequenz zum PolyA-Schwanz am 3’-Ende der
mRNA komplementär ist. Die RT synthetisiert dann cDNA ausgehend von diesem Primer in
Richtung 5’-Ende des mRNA-Stranges.
Die cDNA dient als Template für die sich anschließende PCR. Dazu werden sequenzspezifische
Oligonukleotide als Primer benötigt. Wurde das Zielgen in den untersuchten Proben exprimiert,
so kann dies nun durch die Amplifikation des entsprechenden spezifischen PCR-Produktes
nachgewiesen werden.
3.4.2.1 Reaktionsansatz für die cDNA-Synthese für RT-PCR
Zum Umschreiben der RNA in cDNA wurde das 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR
(AMV) von Roche verwendet. Um eine spezifische Amplifikation von mRNA zu erreichen, wurden
Oligo-dT-Primer verwendet. Die Reaktionsansätze hatten jeweils ein Gesamtvolumen von 20 µl,
bestehend aus 8 µl der jeweiligen RNA, 2 µl PCR-Puffer (10-fach konzentriert), 4 µl MgCl2
(25 mM), 2 µl Oligo-dT-Primer (800 µg/ml), 2 µl dNTP-Mix (10 mM), 1 µl RNase Inhibitor
(50 U/µl) und 0,8 µl AMV-RT (25 U/µl). Der Ansatz wurde im Cycler Modell Primus 96 der
Firma Thermo inkubiert. Zunächst erfolgte für 10 min bei 25  C die Primeranlagerung. Direkt
im Anschluss fand die cDNA-Synthese bei 42  C für 60 min statt, welche mit der Denaturierung
der AMV-RT durch 5 min bei 99  C abgeschlossen wurde. Diese Inaktivierung des Enzyms ist
notwendig, um Interaktionen in der folgenden PCR zu verhindern. Die cDNA wurde bis zur




Um PCR-Primer zu entwerfen, wurden zunächst die Sequenzen der zu untersuchenden mRNAs in
der Nukleotid-Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI, Build 37.1)
recherchiert (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). Mit Hilfe des Programms Primer3 Version
0.4.0. (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) wurden alle verwendeten Primersequenzen generiert. Dabei
wurde darauf geachtet, dass der GC-Anteil 40 %-60 % beträgt und die Annealing-Temperaturen
zwischen 55 und 62  C liegen, wobei sie innerhalb eines Paares möglichst gleich sein sollten.
Die Primer wurden so ausgewählt, dass Interaktionen zwischen ihnen ausgeschlossen sind und
die amplifizierten Fragmente eine Länge von 120-300 bp haben. Um auszuschließen, dass die
Primer an mehreren Stellen im Maus-Genom binden, wurden sie mit dem BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) im NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) getestet. Tabelle 6 zeigt
eine Übersicht über die verwendeten Primersequenzen, die Annealingtemperaturen und die Länge
der Fragmente. Die Primersequenzen für die HPRT wurden von der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Margitta Worm aus Berlin zur Verfügung gestellt. Alle weiteren Primersequenzen wurden selbst
generiert.
Tabelle 6: Nukleotidsequenzen der verwendeten PCR-Primer mit den entsprechenden Annealing- Temperaturen
und Fragmentlängen




cpa 5’-CGTGGGACTCTTCTCCAAAC-3’ 5’-ATGCTATTGGGCCGTAGATG-3’ 58 C 288 bp
mcpt4 5’-CAGCTACCTGTGGTGGGTTT-3’ 5’-GTCAGAAGGACGAGGCAGAG-3’ 58 C 266 bp
mcpt5 5’-GGCAGAACAAACGTGAATGA-3’ 5’-CTATCCCAGCACACAGCAGA-3’ 58 C 190 bp
hdc 5’-GGATTCTGGGTCAAGGACAA-3’ 5’-AACCAAGGTGCCTCTTAGCA-3’ 58 C 280 bp
hprt 5’-CGTCGTGATTAGCGATGATG-3’ 5’-AATCCAGCAGGTCAGCAAAG-3’ 58 C 221 bp
3.4.2.3 Reaktionsansatz für die RT-PCR
Für die PCR wurde der Taq DNA Polymerase Kit von Qiagen und dNTPs von Roth verwendet.
Der Ansatz für eine PCR-Reaktion hatte ein Gesamtvolumen von 25 µl. Er enthielt 2 µl cDNA,
2,5 µl 10-fach konzentrierten PCR-Puffer mit 15 mM MgCl2, je 200 µM dATP, dCTP, dGTP und
dTTP, beide Primer in einer Konzentration von jeweils 400 nM und 0,5 U Taq-DNA-Polymerase.
Das PCR-Programm startete mit einem Denaturierungsschritt von 5 min bei 95  C, dem 32 Zyklen
mit 30 s Denaturierung bei 95  C, 30 s Primeranlagerung bei 58  C und 30 s DNA-Synthese bei




3.4.2.4 Agarosegelelektrophorese zur Kontrolle der PCR
Die Agarosegelelektrophorese ist ein Standardverfahren zur Auftrennung von DNA-Fragmenten
und ihrer Größenbestimmung anhand eines DNA-Standards. Für die Kontrolle der PCRs wurden je
5 µl der Ansätze auf ein 2-prozentiges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.
Dazu wurden 2 g Agarose in 100 ml 1xTAE-Puffer in der Mikrowelle gelöst, aufgekocht und
beim Abkühlen mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid (EtBr) versetzt und in Kammern gegossen, die mit
Kämmen versehen waren. Nach dem Erstarren des Gels wurden die Kämme aus dem Gel entfernt
und je 5 µl PCR-Produkt, mit 1 µl 6-fach konzentriertem Gel-Ladepuffer versetzt, in die Geltaschen
gefüllt. Zur Abschätzung des Molekulargewichts und der Konzentration der Produkte wurde stets
DNA-Standard-Marker mitgeführt. Die Elektrophorese erfolgte für 1 h in 1xTAE-Puffer bei 120 V.
Anschließend konnten die entstandenen Produktbanden durch das in die DNA interkalierte EtBr
unter UV-Bestrahlung sichtbar gemacht (Fluoreszenz) und fotografisch dokumentiert werden.
3.4.3 Quantitative Expressionsanalyse mittels Real-Time PCR
Die Real-Time PCR (RTq-PCR) ist ein Verfahren zur Nukleinsäurequantifizierung. Es erlaubt
die Beobachtung der Amplifikation der Ziel-DNA in Echtzeit. Dies wird beispielsweise durch
interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe (z.B. EtBr oder SYBR GREEN I) ermöglicht, deren
Fluoreszenzintensität nach dem Einbau in doppelsträngige DNA erheblich verstärkt ist. Somit ist
der Anstieg der Fluoreszenzintensität, die nach jeder Elongationsphase gemessen wird, proportional
zur Zunahme der Ziel-DNA. Zur späteren Quantifizierung wird der Cp-Wert (engl. Crossing Point)
bestimmt. Dieser beschreibt den Zyklus der RTq-PCR, in dem die Fluoreszenzintensität und somit
die Anzahl der Ziel-DNA-Moleküle beginnt exponentiell anzusteigen.
Durch den Vergleich des Cp-Wertes für das Ziel-Gen mit dem eines internen Referenz-Gens
kann nun eine relative Quantifizierung der Expression erfolgen. Die Berechnung des Verhältnisses
der Expression des zu untersuchenden Gens zu der des Referenz-Gens erfolgt unter der
Berücksichtigung der Effizienz der jeweiligen Primer. Eine Effizienz von 100 % würde eine
Verdopplung der DNA-Menge pro PCR-Zyklus bedeuten. Somit ist die DNA-Menge nach n Zyklen
(Effizienz)n. Die relative Expressionsrate (R) eines Gens einer Probe (z.B. behandelte Zellen) im
Vergleich zur Kontrolle (z.B. unbehandelte Zellen) ergibt sich somit aus der Effizienz (E) und den
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Formel 3: DDCp Methode zur relativen Quantifizierung (nach M.W.Pfaffl [172])
3.4.3.1 Reaktionsansatz für die RTq-PCR
Für die RTq-PCR wurden der LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I Kit, das
LightCycler® 1.5 Instrument und die LightCycler® Capillaries von Roche verwendet. Die
Reaktionen wurden, den Angaben des Herstellers entsprechend, angesetzt. Jedoch wurde das
Gesamtvolumen auf 5 µl pro Ansatz reduziert. Dabei sind je 2 µl cDNA, 0,5 µl Mix aus
LightCycler® FastStart Reaction Mix SYBR Green I (10-fach konzentriert) und Fast-Start Enzym,
0,6-0,8 µl 25 mM MgCl2 (vgl. Tabelle 7), je 0,25 µl Primer (verschiedene Endkonzentration, vgl.
Tabelle 7) und 1,2-1,4 µl H2O enthalten. Alle Reaktionen wurden in Duplikaten angesetzt. In jedem
Lauf wurden Kontrollen ohne Template mitgeführt. Prozessiert wurden die Ansätze mit dem Roche
Applied Science LightCycler® 1.5, gesteuert durch die Software LightCycler® 3. Die Auswertung
erfolgte ebenfalls mit der Software LightCycler® 3 (vgl. Tabelle 8).
Tabelle 7: Bedingungen für die RTq-PCR
Gen MgCl2 - Konzentration /
Volumen pro Ansatz
Primerkonzentration Annealingtemperatur Effizienz
mcpt4 5 mM / 0,8 µl 250 nM 60 C 1,83
hdc 4 mM / 0,6 µl 250 nM 60 C 1,99
hprt 4 mM / 0,6 µl 500 nM 60 C 1,91
Tabelle 8: Protokolle für die RTq-PCR




Denaturierung 95 C 10 min 20 C/sec 1
Amplifikation
Denaturierung 95 C 10 sek 20 C/sec
40Anlagerung 60 C 10 sek 20 C/sec
Elongation 72 C 8 sek 20 C/sec
Schmelzkurve
Denaturierung 95 C 0 sek 20 C/sec
1Renaturierung 65 C 15 sek 20 C/sec
Denaturierung 95 C 0 sek 0,1 C/sec
Kühlen 40 C 30 sek 20 C/sec 1
hprt
Denaturierung 95 C 10 min 20 C/sec 1
Amplifikation
Denaturierung 95 C 10 sek 20 C/sec
40Anlagerung 62 C 5 sek 20 C/sec
Elongation 72 C 6 sek 20 C/sec
Schmelzkurve
Denaturierung 95 C 0 sek 20 C/sec
1Renaturierung 65 C 15 sek 20 C/sec
Denaturierung 95 C 0 sek 0,1 C/sec
Kühlen 40 C 30 sek 20 C/sec 1
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3.4.4 Analyse des gesamten Transkriptoms mittels Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST
Array
Durch die Verwendung der Whole Genome GeneChip® Array Technologie, zu denen der Mouse
Gene 1.0 ST Array zählt, ist es möglich, das Expressionsverhalten aller Gene im untersuchten
Material zum selben Zeitpunkt zu analysieren.
3.4.4.1 Vorbereitung der Proben
Zur Analyse des Einflusses den der Kontakt zu Fb auf das gesamte Genexpressionsmuster der
BMCMC hat, wurden die RNAs von BMCMC, MZ aus der Insert-Cokultur (InsertMZ), und der
aufgereinigten MZ (vgl. Kapitel 3.3.2.2) aus der Cokultur an Tag 11 isoliert (vgl. Kapitel 3.4.1).
Insgesamt wurden RNA-Proben aus drei verschiedenen Cokultur-Experimenten für die Analyse
mittels GeneChip® isoliert und bis zur Verwendung bei  80  C gelagert.
3.4.4.2 Durchführung
Die Prozessierung der RNA-Proben, die Hybridisierung, die Verarbeitung der Rohdaten und
die Vergleichsanalyse erfolgte in den Laboratorien des Kompetenzzentrum für Fluoreszente
Bioanalytik (KFB), Regensburg.
3.4.5 Western Blot
Swiss Albino 3T3 Fb wurden in Gewebezellkulturschalen (10 cm Durchmesser) bis zum
erreichen von 80 cm2 Konfluenz bei 37  C in humider Atmosphäre mit 5 % CO2 kultiviert.
Die cytoplasmatischen Proteine und Membranproteine wurden mittels ProteoJET™ Membrane
Protein Extraction Kit nach den Empfehlungen des Herstellers extrahiert. Dabei wurde der
Zellrasen nach Entfernung des Mediums viermal mit eiskalter (4  C) Zellen-Wasch-Lösung gespült.
Anschließend wurden die Zellen für 10 min auf Eis mit dem Zell-Permeabilisierungspuffer
inkubiert. Danach wurde der Überstand (cytoplasmatische Fraktion) für 5 min mit 16000 g bei
4  C zentrifugiert, vorsichtig abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei  80  C gelagert.
Auf die permeabilisierten Zellen wurde eiskalter Membranprotein-Extraktionspuffer gegeben
und für 30 min bei 4  C unter Schütteln mit 450 U/min inkubiert. Anschließend wurden die
Membranproteine durch Zentrifugation mit 16000 g für 15 min bei 4  C von Zelltrümmern getrennt
und ebenfalls bei  80  C gelagert.
Die Proteine wurden mittels 12-prozentiger SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide
Gel Electrophoresis) aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen von Biostep übertragen.
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Anschließend wurden dieMembranen je zweimal für 5 min mit TBST-Puffer (Tris-gepufferte Saline
mit 0,05 % Tween) gewaschen und dann mit einer Lösung aus TBST-Puffer und 5 % Trockenmilch
für zwei h geblockt. Dann wurden die entsprechenden Membranen mit anti-SCF-Antikörper von
R&D Systems bzw. der Isotypkontrolle über Nacht inkubiert. Danach wurde je dreimal für je
5 min mit TBST Puffer gewaschen und dann mit dem Sekundärantikörper anti-Goat-HRP von
Santa Cruz für 2 h inkubiert und danach wieder dreimal für jeweils 5 min mit TBST Puffer
gewaschen. Schließlich wurde mittels ECL von Western Lightning® Plus-ECL und Enhanced
Chemiluminescence Substrate von Perkin-Elmer entwickelt. Diese Arbeiten erfolgten im Rahmen




Zur späteren histologischen Untersuchung von Embryonen eines exakt definierten Alters, erfolgte
die terminierte Verpaarung von C57BL/6-Kit+/+ bzw. C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Tieren. Dazu wurden
jeweils zwei bis vier weibliche Tiere mit einem Männchen des gleichen Genotyps über Nacht
zusammengesetzt. Am darauf folgenden Morgen wurden jene Weibchen separiert, die einen
deutlich sichtbaren Vaginal-Pfropf als Zeichen einer erfolgten Paarung aufwiesen. Dieser Tag
wurde als E d0 definiert. Die Embryonen wurden den Mäusen nach zervikaler Dislokation nativ
entnommen und in 4-prozentiger Paraformaldehyd-Lösung (PFA) für 24-72 h fixiert. Embryonen
der Zeitpunkte E d16 wurden vor der Fixierung sagittal halbiert, um ein für die Fixierung
günstigeres Volumen/Oberfläche-Verhältnis zu gewährleisten.
3.5.2 Paraffin-Einbettung
Die in 4-prozentigem PFA fixierten Präparate wurden zur Entwässerung und Paraffinaufnahme
im Karussell-Gewebeeinbettautomat Shandon Citadel™ 1000 automatisch sukzessive in Wasser,
70-prozentigem Ethanol, 95-prozentigem Ethanol, Ethanol absolut, Xylol und flüssigem Paraffin
inkubiert. Anschließend wurden die Präparate am Shandon Histocentre 2 in Paraffin eingebettet.
3.5.3 Herstellung von Paraffinschnitten
Am Mikrotom Shandon Finesse 325 wurden die Präparate sagittal nahe der Medianebene in einer
Dicke von etwa 4-5 µm geschnitten und mittels Wasser (Shandon GFLWasserbad) auf Objektträger
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aufgezogen. Anschließend wurden die Paraffinschnitte im Trockenschrank bei 60°C über Nacht
getrocknet.
3.5.4 Giemsa-Färbung an Paraffinschnitten
Zunächst wurden die Präparate zur Entparaffinierung sukzessive dreimal für 10 min in Xylol,
zweimal für 5 min in Ethanol absolut, zweimal für 5 min in 95-prozentigen Ethanol und zweimal
für 5 min in 70-prozentigen Ethanol getaucht (absteigende Alkoholreihe). Abschließend wurden sie
dreimal für je 5 min mit Aqua dest. gespült. Die Färbung erfolgte für 15 min mit unverdünnter und
filtrierter Giemsa’s Azur Eosin-Methylenblau Lösung. Zur Differenzierung wurden die Präparate
kurz in 0,1 %-iger Essigsäure inkubiert und direkt mit Aqua dest. gespült. Abschließend wurde zur
Entwässerung dreimal für 10 s in Ethanol absolut, danach dreimal für 5 min in Xylol gespült und mit
Organo/Limonene-Mount™ eingedeckelt. Bis zur Auswertung wurden die Präparate lichtgeschützt
und trocken bei RT aufbewahrt.
3.5.5 Mikroskopische Auswertung
Die Auswertung der Präparate und die fotografische Dokumentation erfolgte an einem
computergestützten Axioplan2 Mikroskop von Zeiss, gesteuert durch die Software Axiovision
Version 4.6 von Zeiss.
3.6 Statistische Auswertung
Die Datensätze wurden zunächst mittels dem Kolmogorow-Smirnow-Test auf Vorliegen einer
Normalverteilung geprüft. Lag eine Normalverteilung vor, wurden je nach Experiment gepaarte
bzw. ungepaarte Stichproben mit Hilfe der t-Tests ausgewertet. Lag keine Normalverteilung vor,
wurden abhängige Stichproben mit dem Friedman Test, einer Erweiterung des Wilcoxon-Test
(Vorzeichenrangtest) analysiert. Zur Analyse der Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen
wurde die Analysis of Variance (ANOVA) und der Bonferroni post-Test angewendet. Zur
statistischen Auswertung der Daten wurden die Programme GraphPad Prism und StatView
verwendet. Als statistisch signifikant gelten * P<0,05; ** P<0,01 und *** P<0,001 bzw. + P<0,05;




4.1 Die Cokultur mit Fibroblasten induziert eine verstärkte
Proliferation und die Differenzierung von Mastzellen
Zahlreiche Arbeiten belegen, dass die Cokultur von MZ mit Fb zu einer verstärkten Proliferation
und zu einem veränderten MZ-Phänotyp führt, der dem der Bindegewebsmastzellen (engl.
Connective tissue mast cell, CTMC) entspricht [153, 173–175]. Da cokultivierte MZ fest an Fb
adhärieren [74], wurde untersucht, in wie weit dieser direkte Zell-Zell-Kontakt für die Fb-induzierte
Proliferation und Differenzierung verantwortlich ist.
4.1.1 Die Fibroblasten-induzierte Proliferation der Mastzellen ist kontaktabhängig
Um den Einfluss der Fb auf die Proliferation der MZ zu überprüfen, wurden von insgesamt 6
Cokulturen die Zellzahlen der MZ an Tag 3, Tag 7 und Tag 11 der Cokultur bestimmt (vgl.
Abbildung 4A). Die Anzahl der MZ stieg in allen Ansätzen während der untersuchten 11-tägigen
Cokulturphase an, wobei die Vitalitätsrate mit im Durchschnitt 91 %-97 % relativ konstant blieb.
Wie erwartet sind die Zellzahlen der mit Fb cokultivierten MZ (CokuMZ) mit 1,82x106 MZ/Kavität
an Tag 3 und 10,4x106 MZ/Kavität an Tag 7, im Vergleich zur Kontrolle (BMCMC) mit 0,96x106
MZ/Kavität an Tag 3 und 2,51x106 MZ/Kavität an Tag 7 der Kultur, deutlich erhöht. Wenn der
direkte Zellkontakt von BMCMC und Fb durch eine Membran unterbunden (InMZ) wurde, kam
es mit 0,92x106 MZ/Kavität an Tag 3 und 2,30x106 MZ/Kavität an Tag 7 nicht zu einer derartigen
Steigerung der MZ-Proliferation, im Vergleich zur Kontrolle. Am Tag 11 des Experiments sind
die Zellzahlen in der Cokultur mit 11,43 ± 2,64x106 MZ/Kavität und in der Kontrolle mit
9,92 ± 4,58x106 MZ/Kavität vergleichbar und im Insert mit 5,62 ± 1,95x106 MZ/Kavität sogar
geringer. Damit blieb die Anzahl der MZ von Tag 7 bis Tag 11 in der Cokultur mit Zellkontakt
relativ konstant, wohingegen die MZ-Zahlen in der Kontrolle und in der Cokultur ohne direkten
Zellkontakt weiter deutlich anstiegen. Da die Zellzahlen der verschiedenen Cokultur-Ansätze
starke Schwankungen aufwiesen, wurden die Daten schließlich normiert, wobei die Zellzahlen
der BMCMC jeweils auf 100 % gesetzt wurden (vgl. Abbildung 4B). An Tag 3 der Cokultur
unterschieden sich die Zellzahlen von CokuMZ mit 189,3 ± 41,8 % und InMZ mit 96,1 ± 4,5 %
signifikant (n=6, P<0,001). Am größten ist der Unterschied der Zellzahlen an Tag 7, wobei die
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Anzahl der CokuMZ im Vergleich zur Kontrolle mit 425,3 ± 123,04 % mehr als vierfach erhöht
war. Die Anzahl der InMZ war dagegen mit 94,2 ± 10,9 % nicht derartig erhöht (n=6, CokuMZ vs.
InMZ, P<0,001). An Tag 11 der Cokultur betrug die Zellzahl der InMZ 65,4 ± 18,7 % der Kontrolle,
die Anzahl der CokuMZ hingegen war mit 141,9 ± 62,5 % signifikant höher (n=6, P<0,05). Diese
Ergebnisse deuten auf eine Fb-induzierte kontaktabhängige Proliferation der MZ hin.



























































Abbildung 4: Fb-induzierte MZ-Proliferation ist kontaktabhängig
(A) Anzahl der vitalen MZ pro Kavität in den Kontrollen (BMCMC), den cokultivierten MZ mit Zellkontakt (CokuMZ)
und ohne Zellkontakt zu den Fb (InMZ) an den Tagen 0, 3, 7 und 11 der Cokultur. Daten sind als Einzelergebnisse gezeigt,
mit Mittelwert (MW, horizontale Linie) und Standardabweichung (SD) aus 6 unabhängigen Experimenten (*** P<0,001;
ns nicht signfikant P>0,05; Two-Way ANOVA mit Bonferroni-Test). (B) Relative Anzahl der CokuMZ und InMZ im
Vergleich zur Anzahl der BMCMC, welche als Kontrolle diente und als 100 % (gestrichelte Linie) festgelegt wurden. Die
Zellzahlen der Kontrollen betrugen 9,6x105 ± 1,53x105 an Tag 3, 2,5x106 ± 7,7x105 an Tag 7 und 9,5x106 ± 4,6x105 an
Tag 11 der Kultur. Die Ergebnisse sind als MW ± SD aus 6 unabhängigen Versuchen dargestellt (*** P<0,001; ** P<0,01;
* P<0,05; ns nicht signifikant P>0,05; Two-Way ANOVA mit Bonferroni-Test).
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4.1.2 Die Fibroblasten-induzierte Veränderung des Mastzell-Phänotyps ist
kontaktabhängig
Frühere Arbeiten zeigten, dass die gemeinsame Kultivierung von MZ und Fb zu einer Veränderung
des MZ-Phänotyps in Richtung CTMC führt [153, 173–175]. In diesem Zusammenhang wurde der
Einfluss des direkten Zellkontaktes auf den Histamingehalt und das Protease-Expressionsmuster
auf mRNA-Ebene untersucht. Ein hoher Histamingehalt und die starke Expression der Chymasen
MCPT-4 und -5 sowie der Exopeptidase CPA sind bekannte Differenzierungsmarker der CTMC
(Übersicht in [63]).
4.1.2.1 Der erhöhte Histamingehalt der cokultivierten Mastzellen ist kontaktabhängig
Um die MZ bezüglich ihres Histamingehaltes zu untersuchen, wurden die jeweiligen Zelllysate
von Tag 3, 7 und 11 von insgesamt 6 Cokulturen mittels ELISA analysiert und die Menge an
Histamin pro 1x106 MZ errechnet (vgl. Abbildung 5). Nach 3 Tagen Cokultur gab es bezüglich des
Histamingehaltes pro 1x106 MZ keine Unterschiede zwischen den BMCMC mit 433,8 ± 228,2 ng
und den InMZ mit 486,9 ± 259,9 ng (P>0,05). Die CokuMZ enthielten mit 261,8 ± 130,7 ng nicht
signifikant mehr Histamin als die BMCMC (P>0,05) und InMC (P>0,05). An Tag 7 der Cokultur
war der Histamingehalt der CokuMZ mit 919,8 ± 423,5 ng/106 Zellen im Vergleich zu dem der
BMCMC mit 148,0 ± 75,9 ng/106 Zellen hingegen 6-fach erhöht (P<0,001). Dieser Unterschied
war noch deutlicher nach 11 Tagen Cokultur. Für diesen Zeitpunkt betrug der Histamingehalt der
CokuMZ 1721,5 ± 960,1 ng/106 Zellen und der der BMCMC 113,0 ± 69,4 ng/106 Zellen (P<0,001),
was einer 15-fachen Steigerung in den CokuMZ entspricht. Interessanterweise war diese Steigerung
des Histamingehaltes nicht vorhanden, wenn der direkte Zellkontakt zwischen den MZ und den
Fb unterbunden war, wie die Ergebnisse für die InMZ zeigen (Tag 7: 232,2 ± 110,7 ng/106 MZ,
P>0,05 und Tag 11: 269,2 ± 181,2 ng/106 MZ, P>0,05). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der
Fb-induzierte Anstieg des Histamingehaltes der MZ ebenfalls kontaktabhängig ist.
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Abbildung 5: Fb-induzierter Anstieg des Histamingehaltes in cokultivierten MZ ist kontaktabhängig
Gezeigt ist der Histamingehalt pro 1x106 MZ der Kontrollen (BMCMC), der cokultivierten MZ mit Zellkontakt
(CokuMZ) und ohne Zellkontakt zu den Fb (InMZ) an den Tagen 0, 3, 7 und 11 der Cokultur. Die Daten sind als
MW ± SD aus 6 unabhängigen Experimenten dargestellt (*** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns nicht signfikant P>0,05;
Two-Way ANOVA mit Bonferroni-Test).
4.1.2.2 Die Expressionslevel von mcpt4 und hdc sind in cokultivierten Mastzellen
kontaktabhängig erhöht
Neben dem erhöhten Histamingehalt ist unter anderem die Expression der MZ- Proteasen MCPT-4,
MCPT-5 und CPA charakteristisch für CTMC (Übersicht in [63]). Um einen ersten Überblick
zu gewinnen, wurden zunächst semi-quantitative RT-PCRs mit spezifischen Primern für mcpt4,
mcpt5 und cpa am Tag 11 der Cokultur durchgeführt (vgl. Abbildung 6A). Des Weiteren wurde die
Expression der Histidindecarboxylase (HDC) untersucht. HDC decarboxyliert Histidin zu Histamin
und ist damit das Schlüsselenzym der Histaminproduktion [176]. Als endogene Kontrolle der
PCR wurde jeweils das Haushaltsgen hprt, welches die Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
codiert, amplifiziert. Die Produkte der RT-PCRs wurden mittels Agarosegelelektrophorese
überprüft. Wie das Bandenmuster in Abbildung 6A zeigt, wurden die mcpt5 und mc-cpa von
allen untersuchten Zellen vergleichbar stark exprimiert. Hingegen wurden die hdc und mcpt4
von den BMCMC und InMZ nur schwach, von den CokuMZ jedoch stark exprimiert, wie die
unterschiedlichen Intensitäten der Produktbanden verdeutlichen.
Um die Unterschiede der Expressionsniveaus von hdc und mcpt4 an Tag 11 der Cokultur
quantifizieren zu können, wurden sie mittels quantitativer RTq-PCR analysiert. Wie in der
Abbildung 6B gezeigt, konnten die Ergebnisse der RT-PCR verifiziert werden. Die Expression
der mcpt4 war in den CokuMZ im Vergleich zur Kontrolle (Relative Expression=1) 462,2-fach
erhöht, die der InMZ nur 2,7-fach. Damit unterscheiden sich die Expressionsniveaus der mcpt4
von CokuMZ und InMZ signifikant (n=3, P<0,01). Die hdc-Expression war in den CokuMZ, mit
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einer 28,0-fachen Erhöhung, stärker als die der InMZ, welche im Vergleich zur Kontrolle eine nur
1,26-fach erhöhte hdc-Expression aufwiesen (n=3, CokuMZ vs. InMZ P<0,05). Dies deutet auf eine
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Abbildung 6: Die Fb-induzierte Hochregulation der Expression von mcp4 und hdc ist kontaktabhängig
(A) Repräsentative Ergebnisse der RT-PCR für die Transkripte mcpt4, mcpt5, cpa, hdc und hprt (Haushaltsgen) von
Proben der Kontrollen (BMCMC, B), den cokultivierten MZ ohne Zellkontakt (InMZ, In) und mit Zellkontakt zu den
Fb (CokuMZ, Co) an Tag 11 der Cokultur. Gezeigt sind die Produktbanden der RT-PCR im Agarosegel aus einem von
insgesamt 6 Experimenten; M=Größenmarker. (B) Relative Expression der Transkripte mcpt4 und hdc am Tag 11 der
Cokultur in InMZ und CokuMZ imVergleich zur Kontrolle (BMCMC), welche als 1 festgelegt wurde (gestrichelte Linie).
Die Expressionsraten wurden anhand der Expression des Haushaltsgens hprt normiert. Die Daten sind als MW ± SD aus
3 unabhängigen Experimenten dargestellt (** P<0,01; * P<0,05; Student’s T-Test)
4.2 Mastzellen adhärieren durch VCAM-1/α4β7-Interaktion an
Fibroblasten
Um zu untersuchen welche Oberflächenmoleküle an der Adhäsion beteiligt sind, wurden
zunächst die Fb durchflusszytometrisch auf die Expression verschiedener Adhäsionsmoleküle
untersucht. Im Anschluss daran wurde durch Blockierung der nachgewiesenen Adhäsionsmoleküle
auf den Fb ermittelt, welche der Moleküle an der Adhäsion beteiligt sind. Danach wurde
durchflusszytometrisch bestimmt, welche Liganden der beteiligten Adhäsionsmoleküle von den
BMCMC exprimiert werden. Abschließend wurden, durch Blockierung dieser Adhäsionsmoleküle
auf den BMCMC, die interagierenden Partnermoleküle identifiziert.
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4.2.1 VCAM-1 auf Fibroblasten ist an der Adhäsion von Mastzellen beteiligt
Die durchflusszytometrische Analyse zeigte eine erhöhte mittlere Fluoreszenzintensität (MFI)
jener Fb, welche mit Antikörpern gegen JAM-3 (13,6 ± 2,9; P<0,05 ), Thy1.2 (545,6 ± 608,7;
P>0,05) und VCAM-1 (178,5 ± 87,3; P<0,05) und den entsprechenden Fluoreszenz-markierten
Sekundärantikörpern markiert wurden, im Vergleich zu den Kontrollen, welche nur mit
PE-markiertem Sekundärantikörper (2,5 ± 1,0) bzw. FITC-markiertem Sekundärantikörper
(2,4 ± 0,8) allein inkubiert wurden (vgl. Abbildung 7A und B). Keine signifikanten Unterschiede
zur Kontrolle zeigten die MFI der Fb, welche gegen E-Cadherin (10,6 ± 5,4), ICAM-1 (2,7 ± 1,0)
ICAM-2 (6,5 ± 4,9), JAM-1 (3,3 ± 1,1), JAM-2 (2,6 ± 0,9) und PECAM-1 (3,1 ± 1,3) gefärbt
wurden. Im nächsten Schritt wurde in einem Blockierungsexperiment untersucht, ob die relevanten
Kandidaten JAM-3, VCAM-1 und Thy1.2 an der Interaktion von MZ und Fb beteiligt sind. Obwohl
die Färbung der Moleküle E-Cadherin und ICAM-2 statistisch nicht signifikant war, wurden sie
dennoch in die Untersuchung einbezogen.
Die Adhäsion von BMCMC an Fb war durch die Blockierung von VCAM-1 auf den Fb mit
59,3 ± 18,6 % im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert (P<0,001). Als Kontrolle diente
hierbei die durchschnittliche Anzahl adhärenter BMCMC an unblockierten Fb pro Gesichtsfeld,
die als 100 % betrachtet wurde. Die Blockierung von ICAM-2 (100,8 % ± 22,8 %, P>0,05), JAM-3
(114,6 % ± 22,8 %, P>0,05), E-Cadherin (101,1 % ± 32,6 %, P>0,05) und Thy-1 (100,8 % ± 22,4 %,
P>0,05) auf Fb sowie die Inkubation mit den Isotypkontrollen IgG1 (98,8 % ± 7,4 %, P>0,05),
IgG2a (91,5 % ± 12,5 %, P>0,05) und IgG2b (108,2 % ± 15,6 %, P>0,05) hemmten die Adhäsion





























































































































Abbildung 7: Von Fibroblasten exprimiertes VCAM-1 ist an der Adhäsion von MZ beteiligt
(A) Repräsentative Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Fb (Histogrammdarstellung), nach Färbung
verschiedener Oberflächenmoleküle, aus insgesamt drei unabhängigen Experimenten. Die Schwarzen Linien
repräsentieren die Fluoreszenz der Kontrollzellen, welche nur mit dem entsprechenden Sekundärantikörper inkubiert
wurden. Die roten Linien zeigen die Fluoreszenz der mit PE markierten Zellen, die grünen Linien die Fluoreszenz der
FITC-markierten. (B)MFI der Fb, nach Färbung verschiedenen Adhäsionsmoleküle mit den entsprechenden Primär- und
Sekundärantikörpern. Als Kontrollen dienten Fb, die mit den Sekundärantikörpern allein inkubiert wurden. Die roten
Kreise zeigen die MFI der mit PE markierten Zellen, die grünen Kreise jene der FITC-markierten. Die Daten sind als
Einzelwerte mit Median (Linie) und Spannweite (n=3, * P<0,05; Friedman Test und Dunn’s Test) gezeigt. (C) Relative
Anzahl der adhärenten MZ an Fb, nach Blockade der verschiedenen Adhäsionsmoleküle auf den Fb, im Vergleich zur
unblockierten Kontrolle, welche als 100 % festgelegt wurde (gestrichelte Linie). Die Daten sind als MW ± SD aus 3 bis
9 unabhängigen Experimenten gezeigt (*** P<0,001; Student’s T-Test).
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4.2.2 VCAM-1-Ligand a4b7-Integrin auf Mastzellen vermittelt die Adhäsion an
Fibroblasten
Die durchflusszytometrische Analyse der BMCMC (vgl. Abbildung 8A und B) zeigte erhöhte MFI
nach einer Färbung der BMCMC gegen ↵4-Integrin (CD49d, 35,9 ± 13,9; P<0,05),  1-Integrin
(CD29, 422,3 ± 124,9; P<0,05) und  7-Integrin (28,9 ± 9,2; P<0,01), im Vergleich zu den
Kontrollen (RIgG2b-PE 3,6 ± 0,8 für CD49d; RIgG2a-PE 3,6 ± 0,8 für  7 und PE-markiertem
Streptavidin 4,3 ± 1,1 für CD29). Diese Daten zeigen, dass beide VCAM-1-Liganden ↵4 1 und
↵4 7 von den BMCMC exprimiert werden.
Die Blockierung von ↵4 und  7, jedoch nicht  1-Integrin, auf der Oberfläche von BMCMC hemmte
deren Adhäsion an Fb (vgl. Abbildung 8B). Im Detail war die Anzahl adhärenter MZ nach der
Blockierung mittels anti-↵4 mit 36,3 ± 22,6 % im Vergleich zur Isotypkontrolle mit 76,1 ± 20,2 %
deutlich reduziert (P<0,01), wobei die Anzahl adhärenter unbehandelter BMCMC an Fb als 100 %
gesetzt wurde. Auch die Blockierung von  7-Integrinen führte mit 42,9 ± 16,1 % adhärenten
BMCMC, im Vergleich zur Isotypkontrolle mit 59,1 ± 20,5 % adhärenten BMCMC, zu einer
Reduktion der Anzahl adhärierender MZ (P<0,01). Kein signifikanter Unterschied hingegen bestand
zwischen den Zellen, die mit Antikörpern gegen 1 blockiert wurden (60,5 ± 34,4 %) und denen, die
mit der korrespondierenden Isotypkontrolle (95,4 ± 38,8 %) inkubiert wurden (P>0,05). Insgesamt
zeigen die Daten, dass die feste Adhäsion von BMCMC an Fb zumindest zu einem großen Teil
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Abbildung 8: Integrin α4β7 auf BMCMC ist an der Adhäsion an Fb beteiligt
(A) Repräsentative Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der BMCMC, nach Färbung verschiedener
VCAM-1-Liganden, als Histogrammdarstellung. Die Schwarzen Linien repräsentieren die Fluoreszenz der ungefärbten
Kontrollzellen. Die grauen Linien zeigen die Fluoreszenz der BMCMC, welche nur mit dem entsprechenden
Isotypkontrollen bzw. mit Strepavidin-PE allein inkubiert wurden. Die roten Linien stellen die Fluoreszenz der mit
PE markierten Zellen dar. Die dunkelrote Linie zeigt die Fluoreszenz der BMCMC, die nur mit dem Primär-AK
aCD29-Biotin behandelt wurden. Dargestellt sind die Daten je eines von insgesamt 3 (CD29) bis 4 (CD49b und β7)
unabhängigen Experimenten. (B) MFI der BMCMC, nach Färbung der verschiedenen VCAM-1-Liganden mit den
entsprechenden Antikörpern. Die Daten sind als Einzelwerte mit Median (Linie) und Spannweite (n=3 für Sa-PE und
aCD49b, alle anderen n=4; ** P<0,01; * P<0,05; Student’s T-Test) gezeigt. (C) Relative Anzahl der adhärenten MZ an
Fb, nach Blockade der verschiedenen Adhäsionsmoleküle auf den BMCMC, im Vergleich zur unblockierten Kontrolle,
welche als 100 % festgelegt wurde (gestrichelte Linie). Die Daten sind als MW ± SD aus 3 (CD29) bis 4 (CD49b und
β7) unabhängigen Experimenten (** P<0,01; Student’s T-Test) gezeigt.
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4.3 Mastzellen zeigen Proliferation aber nicht Differenzierung nach
Adhäsion an immobilisiertes VCAM-1
Die Adhäsionsversuche ergaben, dass die Interaktion zwischen VCAM-1 und dem ↵4 7-Integrin
die Adhäsion von BMCMC an die Fb vermittelt. Da für die verstärkte Proliferation und
Differenzierung der MZ der direkte Zellkontakt zu Fb notwendig ist, wurde untersucht, ob
die Interaktion von VCAM-1 und ↵4 7-Integrin selbst diese Prozesse auslösen kann. Dazu
wurden BMCMC für insgesamt 11 Tage auf immobilisiertem VCAM-1 oder der entsprechenden
Isotypkontrolle kultiviert. Um eine mögliche synergistische Wirkung von VCAM-1 mit dem von
Fb exprimierten Stammzellfaktor (engl. Stem cell factor, SCF) zu untersuchen, wurden zusätzlich
zwei Ansätze mit VCAM-1-Molekülen bzw. Isotypkontrolle plus je 10 ng/ml rmSCF in die
Untersuchung einbezogen.
Die Kultivierung von BMCMC auf immobilisiertem VCAM-1 führte zu einer gesteigerten
Proliferation der MZ, wie die erhöhte OD von 1,6 ± 0,2 im Vergleich zur Isotypkontrolle mit
1,2 ± 0,3 (P < 0,01) verdeutlicht (vgl. Abbildung 9A). Auch die Stimulation mit 10 ng/ml SCF führte
erwartungsgemäß zu einer Steigerung der Proliferation im Vergleich zur Kontrolle, wie die OD von
1,7 ± 0,4 (P<0,05) zeigt. Die Proliferation wird weiter gesteigert durch die simultane Stimulation
der MZ mit 10 ng/ml SCF und immobilisiertem VCAM-1 (2,1 ± 0,5). Dabei unterschied sich die
gemessene OD signifikant von der OD für die Kultur mit Isotyp und SCF (P<0,05), jedoch nicht
signifikant von der OD für die Kultur auf immobilisiertem VCAM-1 allein (P>0,05).
Interessanterweise gab es bezüglich des Histamingehaltes mit 369,1 ± 126,0 ng/106 MZ für
die Isotypkontrolle, 302 ± 129,9 ng/106 MZ für VCAM-1, 437,9 ± 116,4 ng/106 MZ für die
Isotypkontrolle plus SCF und 449,0 ± 108,3 ng/106 MZ für VCAM-1 plus SCF keine signifikanten
Unterschiede an Tag 11 der Kultur (vgl. Abbildung 9B). Dies spiegeln auch die Ergebnisse der
RTq-PCR für die HDC wieder. Es gab keine Unterschiede bezüglich der Expressionslevel für hdc
(vgl. Abbildung 9C). Dies gilt ebenso für die Expression von mcpt4 (vgl. Abbildung 9D).
Zusammengefasst verdeutlichen diese Ergebnisse, dass immobilisiertes VCAM-1 die Proliferation
von MZ auslöst. Die ist vergleichbar mit der durch 10 ng/ml SCF induzierten Proliferation. Des
Weiteren zeigen die Daten, dass VCAM-1 die SCF-induzierte MZ Proliferation verstärkt. Eine
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Abbildung 9: Immobilisiertes VCAM-1 induziert die Proliferation aber nicht die Differenzierung von MZ
BMCMC wurden mit immobilisiertem VCAM-1 oder der Isotypkontrolle jeweils mit und ohne SCF kultiviert. (A) Die
MZ Proliferation wurde anhand der OD bei 490 nm unter Verwendung des CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (MTS, Promega) an Tag 7 bestimmt. Die Daten sind als MW ± SD aus 5 unabhängigen Experimenten
dargestellt (jeweils in Dreifachbestimmung, ** P<0,01; * P<0,05; ns nicht signfikant P>0,05; Student’s T-Test). (B)
Gezeigt ist der Histamingehalt für die unterschiedlichen Ansätze pro 106 MZ an Tag 11 der Kultivierung. Die Daten
aus drei unabhängigen Experimenten sind als MW ± SD präsentiert. Es gibt keine signifikanten Unterschiede (Student’s
T-Test). (C) + (D) Relative Expression der Transkripte hdc undmcpt4 am Tag 11 im Vergleich zur Isotypkontrolle, welche
als 1 festgelegt wurde (gestrichelte Linie). Die Expressionsraten wurden anhand der Expression des Haushaltsgens hprt
normiert. Die Daten aus drei unabhängigen Experimenten sind als MW ± SD dargestellt. Es gibt keine signifikanten
Unterschiede (Student’s T-Test).
4.4 Von Swiss Albino 3T3 Fibroblasten exprimiertes SCF248 verbleibt
in der membranständigen Form
Da die Interaktion von VCAM-1 und α4β7-Integrin allein nicht zu einer Veränderung des
MZ-Phänotyps führte, wurde die Hypothese aufgestellt, dass sie lediglich den Kontakt zu dem
hierfür entscheidenden Mediator auf der Fb-Zelloberfläche gewährleistet. Als entscheidender
Mediator kommt membranständiges SCF auf den Fb in Frage. Es ist bereits hinreichend bekannt,
dass SCF neben einer Reihe von anderen Effekten auch die Differenzierung von MZ auslösen
kann [100, 101]. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass membranständiges SCF, im Vergleich zu
löslichem SCF, zu einer nachhaltigeren Aktivierung seines Rezeptors Kit führt [107]. Deshalb
wurde zunächst mittels RT-PCR und ELISA überprüft, welche SCF-Variante von den verwendeten
Swiss Albino 3T3 Fibroblasten exprimiert wird.
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4.4.1 Swiss Albino 3T3 Zelllinie exprimiert lösliches SCF248
Es kommen zwei Splicevarianten von SCF vor, wobei die Variante SCF248 durch proteolytische
Spaltung lösliches SCF freisetzt und SCF220 meist membranständig verbleibt. Bei der Variante
SCF220 wird das Exon 6, welches proteolytische Schnittstellen codiert, nicht exprimiert [105].
Daher wurden die Primersequenzen so gewählt, dass sie das Exon 6 einschließen. Somit konnte
über die Fragmentlänge des PCR-Produktes die von den Fb exprimierte Splicevariante identifiziert
werden. Abbildung 10A zeigt die Produktbanden nach der RT-PCR zweier verschiedenener Fb
RNA-Proben, welche repräsentative Ergebnisse von ingesamt vier Versuchen darstellen, jeweils in
Doppelbestimmung. Das amplifizierte Fragment hatte eine Länge von weniger als 200 bp, was
dem PCR-Fragment inklusive Exon 6 mit einer Länge von 192 bp entspricht. Dies zeigt, dass
die Fb der Swiss Albino 3T3 Zelllinie die sogenannte lösliche SCF-Variante SCF248, welche
die Protease-Schnittstellen enthält, exprimiert. Ein Fragment der Größe 108 bp wurde nicht
nachgewiesen. Dies zeigt, dass die zweite Splicevariante ohne Exon 6 von den untersuchten Fb
nicht exprimiert wird.
4.4.2 Die Überstände der Cokultur enthalten kein lösliches SCF
Da die RT-PCR zeigte, dass die verwendete Fibroblastenzelllinie Swiss Albino 3T3 die sogenannte
lösliche Variante des SCF exprimiert, wurden die Zellkulturüberstände mittels ELISA auf ihren
SCF-Gehalt untersucht. Wie Abbildung 10B zeigt, konnte in den Überständen von BMCMC und
Cokulturen kein SCF detektiert werden. Die SCF-Konzentrationen, die in den Überständen von Fb
und Insert-Cokulturen gemessen wurden, sind sehr gering. In der Insert-Cokultur wurde an Tag 3
kein SCF detektiert, hingegen enthielten die Überstände an Tag 7 durchschnittlich 42,9 ± 66,5 pg/ml
und an Tag 11 der Kultur 68,4 ± 79,1 pg/ml. Die Fb-Kulturen enthielten 20,2 ± 49,4 pg/ml an Tag 3,
106,7 ± 86,4 pg/ml an Tag 7 und 127,4 ± 69,1 pg/ml SCF an Tag 11 der Kultur. Diese Ergebnisse
deuten an, dass das von den Fb exprimierte SCF kaum proteolytisch abgespalten wird, sondern in
seiner membranständigen Form verbleibt.
Um zu überprüfen ob SCF auf Proteinebene und membranständig exprimiert wird, wurden die
Totallysate, die Cytoplasma-Fraktionen und die Membranfraktionen der Fb mittels Westernblot
analysiert. Dabei wurden zwei spezifische Produktbanden mit 36 kDa bzw. etwa 65 kDa mit dem
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Abbildung 10: Das von Fb exprimierte SCF248 verbleibt auf der Zellmembran
(A) Repräsentatives Ergebnis der RT-PCR für das Transkript scf248 von Proben der Swiss Albino 3T3 Fibroblasten.
Gezeigt sind die Produktbanden der RT-PCR im Agarosegel aus einem repräsentativen von insgesamt 4 Experimenten.
(B) SCF-Gehalt in den Überständen der verschiedenen Ansätze (BMCMC, Insert-Cokultur, Cokultur und Fb) an den
Tagen 3, 7 und 11 der Kultur. Die Daten wurden mittels ELISA ermittelt und sind als MW ± SD dargestellt (n=6).
4.5 Der SCF-Rezeptor Kit ist ein entscheidender aber nicht
ausschließlicher Mediator der Fb-induzierten Effekte auf MZ
Da die bisherigen Ergebnisse darauf hindeuten, dass membranständiges SCF auf Fb für die
gesteigerte Proliferation und die Differenzierung der MZ zu reifen CTMC verantwortlich
sein könnte, wurden nun MZ untersucht, die für den SCF-Rezeptor Kit defizient sind. Dazu
wurden MZ aus dem Knochenmark von C57BL/6 KitW-sh/W-sh Mäusen generiert und in gleicher
Weise, wie die Wildtyp MZ, mit Fb cokultiviert. Diese MZ exprimieren kein Kit, da die
C57BL/6 KitW-sh/W-sh-Mäuse eine Inversionsmutation im regulatorischen Bereich des kit Gens
tragen, die zu einer Defizienz von Kit in MZ und Melanozyten führt [144–146].
4.5.1 In Cokultur mit Fb ist die Proliferation von Kit-defizienten KitW-sh/W-sh-BMCMC
deutlich geringer als die von Wildtyp-BMCMC
Auch die Kit-defizienten KitW-sh/W-sh-MZ proliferierten in allen Ansätzen während der untersuchten
11-tägigen Cokultur (vgl. Abbildung 11A). An Tag 3 der Cokultur war die Zellzahl der
KitW-sh/W-sh-CokuMZ mit 1,7 ± 0,5x106 MZ/Kavität nicht signifikant höher als die Zahl der
KitW-sh/W-sh-BMCMC mit 1,2 ± 0,3x106 MZ/Kavität. An Tag 7 der Cokultur jedoch war die
Anzahl der KitW-sh/W-sh-CokuMZ mit 4,2 ± 1,6x106 MZ/Kavität, gegenüber der Zellzahl der
KitW-sh/W-sh-BMCMCmit 3,0 ± 0,9x106 MZ/Kavität, deutlich erhöht. Ohne direkten Zellkontakt von
MZ und Fb (InMZ) kam es mit 1,1 ± 0,3x106 MZ/Kavität an Tag 3 und 2,6 ± 0,8x106 MZ/Kavität an
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Tag 7 nicht zu einer derartigen Steigerung der MZ-Zahlen, im Vergleich zur Kontrolle. Am Tag 11
des Experiments waren die Zellzahlen in der Cokultur mit 5,5 ± 3,8x106 MZ/Kavität und im Insert
mit 5,5 ± 2,6x106 MZ/Kavität geringer als in der Kontrolle mit 8,1 ± 4,5x106 MZ/Kavität. Da die
Zellzahlen der verschiedenen Cokultur-Ansätze starke Schwankungen aufwiesen, wurden die Daten
schließlich normalisiert, wobei die Zellzahlen der BMCMC jeweils auf 100 % gesetzt wurden (vgl.
Abbildung 11B).
Die Zellzahlen von KitW-sh/W-sh-CokuMZ waren mit 150,2 ± 17,5 % an Tag 3 und 145,7 ± 33,0 % an
Tag 7 der Kultur, gegenüber den Kontrollen, signifikant erhöht (P<0,001). An Tag 11 der Kultur
betrug die Zellzahl der KitW-sh/W-sh-CokuMZ nur 67,7 ± 20,4 % der Kontrolle und war damit
signifikant geringer als diese (P<0,01).
Der Vergleich der Zellzahlen der KitW-sh/W-sh-CokuMZ (150,2 ± 17,5 %) mit denen der
Kit+/+-CokuMZ (189,3 ± 41,8 %) an Tag 3 zeigt, dass sie im Vergleich zu den Kontrollen
gleichermaßen stark erhöht waren. An Tag 7 der Kultur hingegen war die Anzahl der
Kit+/+-CokuMZ gegenüber der Kontrolle um das vierfache erhöht (425,3 ± 123,0 %), während die
Anzahl der KitW-sh/W-sh-CokuMZ nur das eineinhalbfache der Kontrolle (145,7 ± 33,0 %) betrug.
Damit war die Anzahl der KitW-sh/W-sh-CokuMZ an Tag 7 signifikant geringer (P<0,001) als die
Anzahl der Kit+/+-CokuMZ.
Im Vergleich zu den Zahlen der ohne Zellkontakt zu den Fb cokultivierten KitW-sh/W-sh-InMZ
(Tag 3: 94,71 ± 7,40 %, Tag 7: 86,5 ± 7,2 %), waren die Zellzahlen der KitW-sh/W-sh-CokuMZ an
Tag 3 und Tag 7 jedoch deutlich erhöht (P<0,001). An Tag 11 der Cokultur unterschieden sich die
Zellzahlen der KitW-sh/W-sh-InMZ mit 71,2 ± 8,9 % und der KitW-sh/W-sh-CokuMZ (67,7 ± 20,4 %)
nicht von einander (P>0,05). Sie waren signifikant geringer als die Kontrolle (P<0,01). Insgesamt
deuten diese Ergebnisse einerseits auf eine bedeutende Rolle des SCF-Rezeptors Kit bei





































































Abbildung 11: Fb-induzierte kontaktabhängige MZ-Proliferation ist in KitW-sh/W-sh-MZ verringert
(A) Anzahl der vitalen Kit-defizienten MZ pro Kavität in den Kontrollen (BMCMC), den cokultivierten MZ mit
Zellkontakt (CokuMZ) und ohne Zellkontakt zu den Fb (InMZ) an den Tagen 0, 3, 7 und 11 der Cokultur. Die Daten
von 6 unabhängigen Experimenten sind als Einzelergebnisse mit MW (horizontale Linie) ± SD gezeigt (*** P<0,001;
** P<0,01; ns nicht signfikant P>0,05; Two-Way ANOVA mit Bonferroni-Test). (B) Relative Anzahl der CokuMZ und
InMZ beider Genotypen im Vergleich zur Anzahl der BMCMC gleichen Genotyps, welche als Kontrolle diente und als
100 % (gestrichelte Linie) festgelegt wurde. Die Zellzahlen der KitW-sh/W-sh-Kontrollen betrugen 1,2x106 ± 0,3x105 an
Tag 3, 3,0x106 ± 0,9x105 an Tag 7 und 8,1x106 ± 4,5x105 an Tag 11 der Kultur. Die Zellzahlen der Kit+/+-Kontrollen
betrugen 9,6 ± 1,5x105 an Tag 3, 2,5x106 ± 7,7x105 an Tag 7 und 9,5x106 ± 4,6x105 an Tag 11 der Kultur. Die Ergebnisse
von insgesamt 6 unabhängigen Experimenten sind als MW ± SD dargestellt (Vergleich von Gruppen des gleichen
Genotyps +++ P<0,001; ++ P<0,01; ns nicht signfikant P>0,05; Two-Way ANOVA mit Bonferroni-Test und Vergleich




4.5.2 Die Fb-induzierte MZ-Differenzierung ist nicht ausschließlich Kit-abhängig
4.5.2.1 Die Expression von hdc und mcpt4 durch KitW-sh/W-sh-CokuMZ ist im Vergleich zu der
durch Wt-CokuMZ verändert
Das Bandenmuster in Abbildung 12A zeigt ein repräsentatives Ergebnis der Expressionsanalyse
für hdc und mcpt4 mittels RT-PCR von entsprechenden RNA-Proben der Kit-defizienten
KitW-sh/W-sh-MZ nach 11 Tagen Kultur. Es konnte gezeigt werden, dass auch die Kit-defizienten
MZ hdc und mcpt4 exprimieren. Die Intensitäten der Produktbanden deuten darauf hin, dass
der direkte Kontakt zu Fb die Expression beider Enzyme verstärkt, die Cokultur mit Fb ohne
Zellkontakt hingegen nicht. Um eine genauere Aussage darüber treffen zu können, wurden
die Expressionsniveaus zusätzlich mittels RTq-PCR quantitativ analysiert (vgl. Abbildung 12B).
Die KitW-sh/W-sh-CokuMZ zeigten mit einer relativen Expression von 195,9 ± 15,5 eine
200-fache Steigerung der mcpt4-Expression im Vergleich zur Kontrolle (relative Expression=1).
Interessanterweise war diese Steigerung der Expression jedoch deutlich geringer (P<0,05) als
jene, die in den Wt-CokuMZ induziert wurde (462,2 ± 134,3). Die KitW-sh/W-sh-InMZ (2,3 ± 0,6)
wiesen eine derartige Steigerung des Expressionslevels von mcpt4 nicht auf (P<0,0001). Sie waren
diesbezüglich mit den Wt-InMZ (2,7 ± 1,1) vergleichbar (P>0,05). Etwas anders verhielt es sich mit
der Expression der hdc. In den KitW-sh/W-sh-CokuMZ (45,0 ± 22,3) führte der direkte Kontakt zu den
Fb zu einer deutlichen Steigerung der hdc-Expression (P<0,05) im Vergleich zur Kontrolle. Anders
als bei der mcpt4, war die Expression der hdc von KitW-sh/W-sh-CokuMZ mit der von Wt-CokuMZ
(28,0 ± 13,7; P>0,05) vergleichbar. Die KitW-sh/W-sh-InMZ (2,5 ± 0,4) wiesen eine solche deutliche
Verstärkung der hdc Expression nicht auf. Interessanterweise wurde hdc von KitW-sh/W-sh-InMC
etwa zweifach stärker exprimiert als von den Wt-InMC (Wt-InMC 1,3 ± 0,11; KitW-sh/W-sh-InMC
2,5 ± 0,4; P<0,01). Insgesamt jedoch zeigen diese Daten, dass durch den direkten Zellkontakt zu
Fb die Differenzierung von Kit-defizienten MZ ausgelöst wird, wenn auch zu einem geringeren
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Abbildung 12: Die Fb-induzierte Hochregulation der Expression von hdc und mcpt4 ist nicht ausschließlich
Kit-abhängig
(A) Repräsentative Ergebnisse der RT-PCR für die Transkripte mcpt4, hdc und hprt (Haushaltsgen) von Proben der
Kit-defizienten KitW-sh/W-sh-BMCMC (B), -InMZ (In) und -CokuMZ (Co) nach 11 Tagen Kultur. Gezeigt sind der
Marker (M) und die Produktbanden der RT-PCR im Agarosegel, aus einem von insgesamt 6 Experimenten. (B) Relative
Expression der Transkriptemcpt4 und hdc am Tag 11 der Cokultur in InMZ und CokuMZ beider Genotypen im Vergleich
zur Kontrolle (BMCMC), welche als 1 festgelegt wurde (gestrichelte Linie). Die Expressionsraten wurden anhand der
Expression des Haushaltsgens hprt normiert. Die Ergebnisse von drei unabhängigen Experimenten sind als Einzelwerte
mit MW ± SD dargestellt (Vergleich von Gruppen des gleichen Genotyps +++ P<0,001; + P<0,05; ns nicht signifikant
P>0,05; Student’s T-Test und Vergleich von Gruppen verschiedenen Genotyps ** P<0,01; * P<0,05; ns nicht signifikant
P>0,05; Student’s T-Test).
4.5.2.2 Der Histamingehalt von KitW-sh/W-sh-CokuMZ ist geringer als der von Wildtyp-CokuMZ
Nach 3 Tagen Cokultur gab es, wie Abbildung 13 zeigt, bezüglich des Histamingehaltes pro
1 x 106 MZ keine Unterschiede zwischen den KitW-sh/W-sh-CokuMZ mit 594,07 ± 266,7 ng und
den KitW-sh/W-sh-InMZ mit 756,1 ± 317,1 ng (P>0,05). Auch zu den Zahlen der Wt-CokuMZ
mit 261,8 ± 130,7 ng bestand kein signifikanter Unterschied (P>0,05). Nach 7 Tagen konnten
signifikante Unterschiede bei den KitW-sh/W-sh-CokuMZ mit 751,1 ± 270,0 ng/106 MZ im Vergleich
zu den KitW-sh/W-sh-InMZ mit 503,7 ± 339,9 ng/106 MZ festgestellt werden (P<0,01). Dabei
unterschied sich der Histamingehalt der KitW-sh/W-sh-CokuMZ jedoch nicht signifikant von dem
der Wt-CokuMZ mit 919,8 ± 423,5 ng/106 MZ (P>0,05). An Tag 11 der Cokultur war der
Histamingehalt der KitW-sh/W-sh-CokuMZ mit 921,3 ± 345,5 ng/106 MZ im Vergleich zu dem der
KitW-sh/W-sh-InMZ mit 451,2 ± 398,6 ng/106 MZ noch weiter erhöht (P<0,001). Interessanterweise
enthielten die KitW-sh/W-sh-CokuMZ damit jedoch deutlich weniger Histamin als die Wt-CokuMZ
mit 1721,5 ± 960,1 ng/106 (P<0,001). Diese Ergebnisse deuten an, dass der Fb-induzierte
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Anstieg des Histamingehaltes der MZ ebenfalls zum großen Teil auf eine SCF/Kit-Interaktion
zurückzuführen ist, weisen jedoch auf einen zweiten kontaktabhängigen, Kit-unabhängigen
Signalweg hin.






























Abbildung 13: Die Fb-induzierte Steigerung des Histamingehaltes ist nicht ausschließlich Kit-abhängig
Histamingehalt pro 1 x 106 MZ in den cokultivierten Kit-kompetenten Wt-MZ und Kit-defizienten KitW-sh/W-sh-MZ
mit Zellkontakt (CokuMZ) und ohne Zellkontakt zu den Fb (InMZ) an den Tagen 0, 3, 7 und 11 der Cokultur. Die
Ergebnisse von 6 unabhängigen Experimenten sind als MW ± SD dargestellt (Vergleich von Gruppen des gleichen
Genotyps +++ P<0,001; ++ P<0,01; ns nicht signifikant P>0,05; Two-Way ANOVA mit Bonferroni-Test und Vergleich von
Gruppen verschiedenen Genotyps (*** P<0,001; ns nicht signifikant P>0,05; Two-Way ANOVA mit Bonferroni-Test).
4.5.3 Während der erstmaligen Besiedelung der Haut ist die Anzahl dermaler MZ in
KitW-sh/W-sh-Mäusen deutlich verringert
Um zu ermitteln inwieweit SCF/Kit-Wechselwirkungen die Besiedelung der Haut durch
Mastzell-Vorläufer und deren anschließende Differenzierung zu reifen Bindegewebs-MZ
beeinflussen, wurde die Anzahl dermaler MZ in der Haut von Wt- und KitW-sh/W-sh-Mausfeten
untersucht (vgl. Abbildung 14). Am Tag 14 der Embryonalentwicklung konnten weder in der
Dermis von Wt- noch in der von KitW-sh/W-sh-Mausfeten reife MZ nachgewiesen werden. An Tag 16
wurden 575,0 ± 35,7 dermale MZ pro Schnitt in der Rückenhaut von Wt-Feten nachgewiesen, in
KitW-sh/W-sh-Feten mit 86,4 ± 12,4 dermalen MZ pro Schnitt jedoch deutlich weniger (P<0,0001).
Diese Ergebnisse zeigen die Relevanz des SCF-Rezeptors Kit bei der Besiedelung der Haut mit
MZ und deuten zudem an, dass neben SCF weitere Fb-assoziierte Faktoren eine Rolle bei der















































Abbildung 14: Die Anzahl dermaler MZ ist in KitW-sh/W-sh-Feten deutlich verringert
Die Anzahl dermaler MZ in der Rückenhaut von C57BL/6-Kit+/+- und C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Mausfeten wurden
an Tag 14 bzw. 16 der Embryonalentwicklung, quantitativ histomorphometrisch anhand von 3-10 Giemsa-gefärbten
Paraffinschnitten pro Fötus ermittelt. Pro Genotyp wurden insgesamt vier Feten analysiert. Die Daten sind als MW ± SD
gezeigt mit *** P<0,0001; Stutent’s T-Test).
4.6 Das Adhäsionsverhalten von Kit-defizienten BMCMC ist mit dem
von Wildtyp-BMCMC vergleichbar
Sowohl die Induktion der Proliferation als auch die Differenzierung der MZ hängen von der
Adhäsion der MZ an die Fb ab. Da beides in Kit-defizienten KitW-sh/W-sh-MZ verringert war,
wurde untersucht, ob das Adhäsionsverhalten der KitW-sh/W-sh-MZ im Vergleich zu dem der Wt-MZ
verändert ist.
Zunächst wurde die Expression der Adhäsionsmoleküle CD49d (↵4), CD29 ( 1),  7, CD11b
(↵M), CD51 (↵V), CD61 ( 3), CD31 (PECAM-1) und CD54 (ICAM-1) von KitW-sh/W-sh-BMCMC
durchflusszytometrisch analysiert und mit der Expression von Kit+/+-BMCMC verglichen. Dabei
konnten keine Unterschiede zwischen den BMCMC der beiden Genotypen festgestellt werden
(vgl. Abbildung 15A). Wie die Abbildung 15B verdeutlicht, unterschieden sich die Anzahl der
an Fb adhärierten KitW-sh/W-sh-BMCMC (26,2 ± 10,9/Kavität) nach 30 min Inkubation nicht von der




















































































Abbildung 15: Die Kit-Defizienz beeinträchtigt die Adhäsion von KitW-sh/W-sh-BMCMC an Fb nicht
(A) MFI der BMCMC, nach Färbung der verschiedenen Adhäsionsmoleküle mit den entsprechenden Antikörpern. Die
Daten sind als Einzelergebnisse mit MW (Linie) und SD gezeigt (n=3 für CD29, alle anderen n=4; keine signifikanten
Unterschiede; ANOVA mit Bonferroni Test). (B) Relative Anzahl der adhärenten MZ an Fibroblasten. Die Daten von vier
unabhängigen Experimenten sind als MW ± SD gezeigt (keine signifikanten Unterschiede, Student’s T-Test).
Wie die Blockierungsversuche verdeutlichen, wurde die Adhäsion an Fb auch bei Kit-defizienten
KitW-sh/W-sh-BMCMC zum Teil durch eine Wechselwirkung von VCAM-1 auf Fb und α4β7 auf
MZ vermittelt (vgl. Abbildung 16A und B). Die Anzahl adhärenter KitW-sh/W-sh-MZ war nach der
Blockierung mittels anti-α4 mit 42,2 ± 16,3 % im Vergleich zur Isotypkontrolle mit 74,3 ± 14,9 %
deutlich reduziert (P<0,01), wobei die Anzahl adhärenter unbehandelter BMCMC an Fb als 100 %
gesetzt wurde. Dabei unterschieden sich die Zahlen nicht signifikant von denen, die nach gleicher
Behandlung mit Wt-BMCMC ermittelt wurden (anti-α4 36,3 ± 22,6 %, Isotyp 76,1 ± 20,2 %).
Auch die Blockierung von β7-Integrinen führte mit 47,0 ± 19,2 % adhärentenKitW-sh/W-sh-BMCMC,
im Vergleich zur Isotypkontrolle mit 68,5 ± 12,6 adhärenten KitW-sh/W-sh-BMCMC, zu einer
Reduktion der Anzahl adhärierender MZ (P<0,05). Hierbei waren die Werte ebenfalls mit denen der
Wt-BMCMC vergleichbar (anti-β7 42,9 ± 16,1 %, Isotyp 59,1 ± 20,5 %). Wie bei den Ergebnissen
für die Wt-BMCMC bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl der adhärenten
KitW-sh/W-sh-BMCMC, die mit Antikörpern gegen β1 blockiert (64,6 ± 35,0 %) und denen, die mit
der korrespondierenden Isotypkontrolle (149,9 ± 108,1 %) inkubiert wurden (P>0,05). Auch hier
gab es keine Unterschiede zu den jeweiligen Werten für Wt-MZ (anti-β1 60,5 ± 34,4 %, Isotyp
95,9 ± 38,8 %). Diese Daten zeigen, dass die Kit-Defizienz von KitW-sh/W-sh-BMCMC die Adhäsion














































Abbildung 16: Die Adhäsion von KitW-sh/W-sh-BMCMC an Fb ist vergleichbar mit der von Wt-BMCMC
Relative Anzahl der adhärenten MZ an Fb nach Blockade der verschiedenen Adhäsionsmoleküle auf den BMCMC (A)
bzw. der Fb (B), im Vergleich zur unblockierten Kontrolle, welche als 100 % (gestrichelte Linie) festgelegt wurde.
Die Daten sind als MW ± SD gezeigt (n=5 für aCD49b und aβ7, n=4 für aCD29, n=3 für aVCAM-1; Vergleich zur
Isotypkontrolle *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns nicht signifikant; Student’s T-Test). Die relative Anzahl der
adhärenten MZ an Fb für die entsprechenden Isotypkontrollen betrugen für Kit+/+-BMCMC: 76,1 ± 20,2 % für aCD49b;
95,4 ± 38,8 % für aCD29; 59,1 ± 20,5 % für aβ7 und 129,7 ± 22,8 % für aVCAM-1 bzw. für KitW-sh/W-sh-BMCMC:
74,3 ± 14,9 % für aCD49b; 149,9 ± 108,1 % für aCD29; 68,5 ± 12,6 % für aβ7 und 122,9 ± 13,9 % für aVCAM-1.
4.7 Die Fb-induzierte Proliferation und -Differenzierung der MZ wird
durch membranassozierte Faktoren ausgelöst
Angesichts der Fülle von Fb Faktoren, die für die Kit-unabhängige Differenzierung der MZ
ursächlich sein könnten, wurde zunächst untersucht, ob ein löslicher Mediator, dessen Freisetzung
nur nach dem Kontakt von MZ zu Fb stattfindet, oder ein membranständiger Mediator
verantwortlich ist. Dazu wurde ein spezieller Ansatz der Cokultur etabliert. Dabei wurden BMCMC
in einem Transmembraneinsatz im Überstand von Cokulturen aus MZ und Fb kultiviert (spezial
Insert MZ; spMZ), um den Einfluss von löslichen Mediatoren, die während der Cokultur freigesetzt
werden, auf die BMCMC zu untersuchen.
Wie erwartet zeigten die CokuMZ beider Genotypen am Tag 7 der Kultur eine erhöhte relative
Zellzahl mit 412,7 ± 178,2 % für Kit+/+ und 256,9 ± 138,1 % für KitW-sh/W-sh, im Vergleich zu
den jeweiligen Kontroll-BMCMC (Kit+/+ P<0,01; KitW-sh/W-sh P<0,05), deren Zellzahl als 100 %
angenommen wurde (vgl. Abbildung 17A und B). Die im Überstand der Cokultur kultivierten spMZ
zeigten, im Vergleich zur Kontrolle, mit 114,3 ± 27,3 % für Kit+/+-spMZ und 106,0 ± 38,3 % für
KitW-sh/W-sh-spMZ keine gesteigerten Zellzahlen nach 7 Tagen Kultur (Kit+/+ P<0,01; KitW-sh/W-sh
P<0,05). Am Tag 11 der Kultur gab es bezüglich der MZ-Zahlen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Ansätzen.
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Abbildung 17: Die Fb-induzierte Proliferation von MZ wird nicht durch lösliche Faktoren ausgelöst
Proliferation der von Kit+/+- (A) bzw. KitW-sh/W-sh- (B) CokuMZ und spMZ im Vergleich zur Proliferation der BMCMC,
welche als Kontrolle diente und als 100 % (gestrichelte Linie) festgelegt wurden. Die Ergebnisse aus drei unabhängigen
Experimenten sind als MW ± SD dargestellt (** P<0,01; * P<0,05; ns nicht signifikant P>0,05; Two-Way ANOVA mit
Bonferroni-Test).
Um zu untersuchen, inwieweit die direkte Kontaktabhängigkeit auf die Fb-induzierte
Differenzierung zutrifft, wurden die Expressionsniveaus von mcpt4 und hdc mittels RTq-PCR
quantitativ analysiert (vgl. Abbildung 18A und B). Die Expressionslevel von mcpt4 und hdc der
spMZ beider Genotypen unterschieden sich nicht von denen der jeweiligen InMZ und waren
auch im Vergleich zu den Kontrollen (relative Expression=1) nicht signifikant erhöht. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass der gesuchte Faktor, der auch Kit-unabhängig eine gesteigerte
MZ-Proliferation und -Differenzierung auslöst, ein membranständiger und kein löslicher Faktor ist,
































Abbildung 18: Die Fb-induzierte Differenzierung von MZ wird nicht durch lösliche Faktoren ausgelöst
Relative Expression der Transkripte mcpt4 und hdc am Tag 11 der Cokultur in CokuMZ, InMZ und spMZ der Genotypen
Kit+/+ (A) und KitW-sh/W-sh (B) im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (BMCMC), welche als 1 festgelegt wurde
(gestrichelte Linie). Die Expressionsraten wurden anhand der Expression des Haushaltsgens hprt normiert. Die Daten




4.8 Genomweite Expressionsanalyse zur Fibroblasten-induzierten
Mastzellen-Differenzierung
Um einen umfassenderen Eindruck von der Fb-induzierten Differenzierung der MZ zu erhalten,
wurden die Transkriptome von BMCMC, von InMZ und von CokuMZ am Kulturtag 11 untersucht.
Dazu wurde die mRNA der verschiedenen MZ aus insgesamt drei Ansätzen isoliert und mit der
Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST Array Technologie analysiert. Diese Technologie ermöglicht es,
das Expressionsverhalten aller annotierten Gene im untersuchten Material zum selben Zeitpunkt zu
analysieren. Durch diese Untersuchung konnte gezeigt werden, von welchen Genen die Expression
durch die Cokultur mit Fb herauf- bzw. herunterreguliert wurde und inwieweit die jeweilige
Veränderung vom direkten Zellkontakt abhing.
4.8.1 Kontaktabhängig regulierte Gene
Die Microarray-Analyse bestätigte, dass die Expression von mcpt4 und hdc kontaktabhängig stark
hoch reguliert wurden (vgl. Tabelle 9). Auch die Daten bezüglich der mcpt5 und der mc-cpa, deren
Expressionsniveaus unverändert blieben, konnten verifiziert werden.
Nebenmcpt4wurden weitere Gene identifiziert, deren Expression nur nach direktemKontakt mit Fb
erhöht war. Beispielsweise waren die Expressionslevel des hoch-affinen Endothelin-1 Rezeptor A
(etar1), des Hyaluronanrezeptor CD44, der Dopa Decarboxylase (ddc) und des Vascular endothelial
growth factor A (VEGFA) in CokuMZ deutlich erhöht, in InMZ jedoch nicht. Dies gilt ebenso für
die Gene für die Chemokine CCL (I-309), CCL9 (Macrophage inflammatory protein-1g, MIP-1 ),
CXCL2 (MIP-2) und CXCL10 (Interferon gamma-induced protein 10 kDa, IP-10).
Des Weiteren konnte eine kontaktabhängige Herabregulierung der Expression verschiedener Gene
gezeigt werden. Beispielsweise wurde die Expression von Integrin  7 und der Chemokinrezeptoren
CXCR2 und CX3CR1 (Fractalkine Rezeptor) durch den Kontakt mit Fb herunterreguliert.
4.8.2 Kontaktunabhängig regulierte Gene
Zu den Genen, deren Expressionslevel durch die Cokultur von MZ ohne den direkten Zelkontakt
mit den Fb verändert waren, zählen beispielsweise die Gene für CXCR4, den Rezeptor für das
Chemokin stromal cell derived factor-1a (SDF-1↵) sowie für die Integrine ↵M (itgam) und  2
(itgb2). Wie die Daten in Tabelle 9 verdeutlichen, wurde cxcr4 von den InMZ stärker exprimiert als
von den BMCMC. In den CokuMZ hingegen war die Expression von cxcr4 im Vergleich zu den
BMCMC unverändert. Anders verhielt es sich mit den Expressionsniveaus von itgam und itgb2.























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Diese Arbeit zeigt, dass Fibroblasten mittels SCF und weiterer membranständiger Mediatoren
die Proliferation und Differenzierung von unreifen MZ induzieren und dass hierfür deren
Integrin-vermittelte Adhäsion an Fibroblasten notwendig ist.
5.1 Die Cokultur mit Fibroblasten induziert eine verstärkte
Proliferation und die Differenzierung von Mastzellen
Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass die durch Fb induzierte verstärkte
Proliferation der IL-3-abhängigen BMCMC vom direkten Zellkontakt abhängig ist. In den ersten 7
Tagen der Kultur war die Anzahl der mit direktem Kontakt zu den Fb kultivierten CokuMZ deutlich
höher, als die Anzahl der allein kultivierten BMCMC oder der ohne direkten Zellkontakt mit den
Fb kultivierten InMZ. Die Ursache für den Proliferationsstopp der CokuMZ am Tag 7 könnte die
sehr hohe Zellzahl im Kulturgefäß und die daraus resultierende Nährstoffknappheit sein, wodurch
die Zellen, nach der Phase logarithmischen Wachstums, die sogenannte stationäre Phase erreichen.
Das Wachstum der BMCMC und InMZ ist damit zwar insgesamt nach 11 Tagen Cokultur mit dem
der CokuMZ vergleichbar, tritt jedoch mit der deutlichen Verzögerung auf.
Dabei wurde die starke Proliferation der MZ aller Ansätze möglicherweise durch das dem
Kulturmedium beigesetzte IL-3 verursacht, das für das Überleben von BMCMC notwendig
ist, aber auch deren Proliferation induziert [113–116]. Tatsächlich zeigten bereits Levi-Schaffer
et al., dass BMCMC in der Cokultur mit 3T3 Fb in IL-3-haltigem WEHI-3 konditioniertem
Medium sehr stark, ohne WEHI-3 konditioniertes Medium hingegen nicht proliferieren [153].
Andererseits wiesen Fujita et al. in einer Reihe von Arbeiten nach, dass der direkte Kontakt
zu Fb unabhängig von IL-3 Überleben, Proliferation und Heparinsynthese von MZ induziert
und dass diese Effekte sehr wahrscheinlich von Kit und SCF abhängig sind [148, 155,
156]. Sie zeigten, dass WBB6F1-KitW/W-v-BMCMC nach Kontakt mit Fb, im Gegensatz zu
Wildtyp-BMCMC, nicht proliferieren und kein Heparin synthetisieren [148, 155]. Auch die
Cokultur von BMCMC mit SCF-defizienten WCB6F-Sl/Sld-Fb induziert die IL-3-unabhängige
Proliferation und Heparinsynthese von BMCMC nicht, sondern hemmt sogar deren IL-3-induzierte
Proliferation [156, 156]. Dabei ist anzumerken, dass es sich bei den von Fujita et al. verwendeten
Fb nicht um Swiss albino 3T3 Fb handelte. Dass die Art der verwendeten Fb eine Rolle spielt,
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geht aus einer Arbeit von Ebi et al. geht hervor. Deren Arbeit zeigte, dass die IL-3-unabhängige
Fb-induzierte Proliferation von MZ durch den Kontakt mit Swiss Albino 3T3 Fb, wie sie auch in
der hier vorliegenden Arbeit verwendet wurden, deutlich geringer ist, als die durch den Kontakt
zu NIH/3T3 Fb induzierte Proliferation [177]. Gyotoku et al. stellten interessanterweise fest,
dass BMCMC zwar in den ersten zwei Tagen der Cokultur mit NIH/3T3 Fb ohne IL-3 leicht
proliferieren, dass aber deren Anzahl nach insgesamt 6 Tagen Cokultur, im Vergleich zur Anzahl
der ursprünglich eingesäten BMCMC, verringert ist [161]. Insgesamt zeigten die früheren Arbeiten,
dass die durch 3T3 Fb induzierte, kontaktabhängige MZ-Proliferation ohne IL-3 im Kulturmedium
um ein vielfaches geringer ist. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen jene frühere
Arbeiten insofern, als dass gezeigt worden ist, dass die Steigerung der Proliferation von BMCMC
durch Fb kontaktabhängig ist, wenn auch synergistische Effekte durch das im Medium enthaltene
IL-3 die Proliferation der MZ insgesamt verstärken können.
Auch die Differenzierung der BMCMC zum CTMC-Phänotyp wird nur durch den direkten
Zellkontakt zu den Fb induziert. Das zeigen der starke Anstieg des Histamingehaltes und die
deutlich erhöhten Expressionslevel von hdc und mcpt4 in den CokuMZ. Unreife IL-3-abhängige
murine MZ enthalten, wie die in dieser Arbeit verwendeten BMCMC, nur geringe Mengen
Histamin [60, 61]. Levi-Schaffer et al. wiesen bereits nach, dass die 14-tägige Cokultur von MZ
und Fb zu einem starken Anstieg des Histamingehaltes der MZ führt [153]. In der hier vorliegenden
Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass diese Fb-induzierte Steigerung des Histamingehaltes von
MZ kontaktabhängig ist. Dass der Histamingehalt von BMCMC und auch InMZ an Tag 7 und 11,
im Vergleich zu Tag 3 der Kultur, leicht verringert ist, kann vermutlich auf die starke Proliferation
zurückgeführt werden.
Da MZ das Histamin in ihren Granula in relativ großen Mengen speichern können [57, 138],
kann man vom Histamingehalt keine direkten Rückschlüsse auf die gegenwärtige Produktion von
Histamin ziehen. Daher wurde zusätzlich die Expression des Enzyms HDC, welches Histidin
zu Histamin decarboxyliert, auf mRNA-Ebene untersucht. Mit den Daten zum Histamingehalt
übereinstimmend, zeigten die Ergebnisse der RT-PCR und der RTq-PCR, dass hdc von den
CokuMZ deutlich verstärkt exprimiert wird, von den InMZ hingegen nicht. Neben dem hohen
Histamingehalt zählen die MZ-Proteasen MCPT-4 und -5 sowie die MC-CPA zu den wichtigsten
Differenzierungsmarkern der murinen CTMC [63]. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse für
mcpt4, mcpt5 und mc-cpa sind unterschiedlich. Während die Expression von mcpt4 durch Fb
kontaktabhängig äußerst stark induziert wurde, war die Expression von mcpt5 und mc-cpa in den




In vivowerden die MZ-ProteasenMCPT-5 undMC-CPA vonMZ des CTMC-Phänotyps exprimiert,
jedoch nicht von MMC, die durch die Expression von MCPT-1 und -2 charakterisiert sind
[178–181]. Gurish et al. wiesen jedoch in vitro eine relativ starke Expression vonmcpt5 undmc-cpa
in mittels rIL-3 generierten BMCMC nach [100]. McNeil et al. zeigten, dass die MCPT-5 bereits
sehr früh während der in vitro Differenzierung von MZ aus Knochenmarkzellen exprimiert wird,
obgleich die Expression deutlich geringer war, als in murinen peritonealen MZ [182]. Während
die Expression der CTMC-spezifischen Proteasen MCPT-5 und MC-CPA in einer relativ frühen
Phase in der Entwicklung von MZ durch IL-3 induziert wird, zeigt sich die Expression von
MCPT-4 erst nach Induktion der terminalen Differenzierung zu CTMC durch SCF und gilt als
später Differenzierungsmarker der CTMC [100, 183]. Daher wurden Analysen der Expression von
mcpt5 sowie mc-cpa von den weiteren Untersuchungen zur Fb-induzierten MZ-Differenzierung
ausgeschlossen und der Fokus auf hdc und mcpt4 gerichtet. Beide Gene wurden durch die
Cokultur mit den Fb und nur nach dem direkten Zellkontakt sehr stark exprimiert. Dies zeigt,
dass die terminale Differenzierung von BMCMC zu MZ des CTMC-Phänotyps, induziert durch
die gemeinsame Kultur mit Fb, direkt vom Zellkontakt abhängig ist.
5.2 Mastzellen adhärieren durch VCAM-1/a4b7-Interaktion an
Fibroblasten
Wie die weiteren Untersuchungen zum Zellkontakt der BMCMC und Fb zeigten, findet eine feste
Adhäsion der BMCMC an Fb statt. Diese wird durch VCAM-1 auf der Zelloberfläche von Fb und
dessen Liganden ↵4 7 auf MZ vermittelt.
Blockierungsversuche zeigten, dass von den untersuchten Adhäsionsmolekülen nur VCAM-1 an
der Adhäsion der BMCMC an die Fb beteiligt war.
Die Zahl der adhärenten MZ war, im Vergleich zur unblockierten Kontrolle, jedoch nicht
komplett sondern nur um 40 % reduziert. Dies deutet darauf hin, dass weitere nicht analysierte
Adhäsionsmoleküle an der Bindung beteiligt sind. In einer früheren Arbeit von Dudeck et al. wurde
nachgewiesen, dass BMCMC unter anderem über VCAM-1 fest an aktivierte Endothelzellen (EZ)
adhärieren [74]. Dabei wurde die Adhäsion der BMCMC an die EZ durch die selbe Blockierung
von VCAM-1 im gleichen Ausmaß gehemmt, wie die hier untersuchte Adhäsion der BMCMC an
die Fb. Ebenfalls gleich war die Beobachtung, dass die Blockierung von JAM-3 und E-Cadherin
die Adhäsion der BMCMC nicht beeinflusst. Eine Beteiligung von ICAM-2 an der Adhäsion der
BMCMC an die EZ, wie sie von Dudeck et al. gezeigt wurde, konnte bei der Bindung an die
Fb nicht festgestellt werden. Das sehr stark von den Fb exprimierte Adhäsionsmolekül Thy-1
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ist bislang nur wenig charakterisiert (Übersicht [184]). Saalbach et al. konnten nachweisen, dass
das Integrin ↵V 3 im humanen System ein Ligand für Thy-1 ist [185]. Die hier vorliegenden
Ergebnisse zeigen jedoch, dass Thy-1 an der Adhäsion von murinen BMCMC an Fb, trotz der
Expression von ↵V 3 auf den BMCMC, nicht beteiligt ist.
Die durchflusszytometrische Analyse zeigte die Expression der VCAM-1-Liganden ↵4 1-Integrin
und ↵4 7-Integrin durch die BMCMC. Doch nur die Blockierung von ↵4 und  7 verminderte die
Anzahl von adhärenten BMCMC. Das weist auf die Beteiligung von ↵4 7-Integrin an der Adhäsion
von BMCMC an Fb über VCAM-1 hin.
Es ist bekannt, dass das ↵4 7-Integrin und dessen Liganden MadCAM-1 und VCAM-1, sowohl
für die gewebsspezifische konstitutionelle Homöostase von MCP im Interstitium als auch
für die Rekrutierung von MCP zur Ausbildung einer intestinalen Mastozytose im Rahmen
einer Helminthen-Infektion essentiell sind [65–67]. Des Weiteren konnte in früheren Arbeiten
gezeigt werden, dass ↵4 7 und VCAM-1, aber auch ↵4 1, an der Migration von MCP in die
entzündete Lunge beteiligt sind [75, 76]. Die Anzahl der MCP ist in der Milz, der Lunge und
dem Knochenmark  7-defizienter Mäuse, im Vergleich zum Wildtyp unverändert [66]. Ob ↵4 7
und VCAM-1 an der Homöostase der MCP bzw. der MZ in der Haut beteiligt sind, wurde jedoch
bislang nicht untersucht. Dass die BMCMC, als Model unreifer MZ, durch die Interaktion der
beiden Adhäsionsmoleküle eine feste Bindung mit den Fb eingehen, kann ein Hinweis darauf
sein, dass sie bei der Migration von MCP in die Dermis eine Bedeutung haben. Wenn MCP
das dermale Bindegewebe besiedeln, gelangen sie in engen Kontakt mit dermalen Fb, die im
Wesentlichen das Bindegewebe ausmachen [98]. Da die MCP erst nach der Ankunft in der Dermis
lokal differenzieren und schließlich zu MZ des CTMC-Typs ausreifen, ist ein Einfluss der Bindung
an die Fb auf die MZ sehr wahrscheinlich [40, 41].
5.3 Mastzellen zeigen Proliferation aber nicht Differenzierung nach
Adhäsion an immobilisiertes VCAM-1
Die 11-tägige Kultur von BMCMC auf immobilisiertem VCAM-1 zeigte, dass die Bindung der
MZ an VCAM-1 allein die Differenzierung zu CTMC nicht auslöst: Die Expressionsniveaus von
hdc und mcpt4 sowie der Histamingehalt von den mit VCAM-1 kultivierten BMCMC waren im
Vergleich zu den Kontrollen nicht erhöht. Allerdings wurde durch das VCAM-1 eine Verstärkung
der Proliferation der BMCMC ausgelöst, die jedoch deutlich geringer war, als die Fb-induzierte.
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Interessanterweise wiesen zwei Arbeitsgruppen nach, dass SCF zu einer verstärkten
Integrin-vermittelten Adhäsion von hematopoetischen Zellen an Fibronektin bzw. mit VCAM-1
transfizierten Zellen führt [186, 187]. Dabei kam es durch inside-out signaling zu einer Aktivierung
der Integrine ↵4 1 oder ↵5 1 und nicht etwa zu einer Erhöhung ihrer Expression [187]. Später
konnte gezeigt werden, dass SCF auch die Adhäsion von MZ an Fibronektin verstärkt, wobei dies
ebenfalls durch die Integrine ↵4 1 oder ↵5 1 vermittelt wird [97, 98]. Tan et al. bewiesen bei der
Migration von MZ ein Zusammenspiel von SCF-Rezeptor Kit und ↵4-Integrinen, das vermutlich
auf einer Konvergenz der durch die Bindung der jeweiligen Liganden ausgelösten Signalwege
basiert [188]. Tatsächlich zeigt die vorliegende Arbeit, dass die Proliferation der BMCMC durch
die gleichzeitige Stimulation mit VCAM-1 und SCF, im Vergleich zu der, die SCF oder VCAM-1
jeweils allein auslösen, deutlich erhöht ist. Inwieweit das auf eine Aktivierung der Integrine
↵4 1 und ↵5 1 zurückzuführen ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht genauer untersucht,
da die durch SCF und VCAM-1 ausgelöste Verstärkung der Proliferation um ein Vielfaches
geringer war als die Fb-induzierte. In Bezug auf die Differenzierung hatte die Stimulation mit SCF
interessanterweise keine Auswirkungen. Sowohl der Histamingehalt als auch die Expression von
hdc und mcpt4 blieben im Vergleich zu den Kontrollen unverändert.
Da die Bindung von MZ an Fb über VCAM-1 und ↵4 7-Integrin selbst die Differenzierung
nicht auslöste, wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese in erster Linie den Kontakt zum
eigentlichen Mediator auf den Fb herstellt. Dabei kommt membranständiges SCF als möglicher
Kandidat in Frage, obwohl rekombinantes SCF allein oder auch in Kombination mit VCAM-1 die
Differenzierung und die sehr starke Proliferation der BMCMC nicht auslöste. Denn im Vergleich
zu löslichem SCF, löst das membranständige eine nachhaltigere Aktivierung von Kit aus [107].
5.4 Von Swiss Albino 3T3 Fibroblasten exprimiertes SCF248 verbleibt
in der membranständigen Form
Es existieren zwei Splicevarianten von SCF, die sich bezüglich des Exons 6, welches proteolytische
Schnittstellen codiert, unterscheiden. SCF248 setzt durch proteolytische Spaltung lösliches SCF
frei. SCF220, das Exon 6 nicht enthält, verbleibt meist in der membranständigen Form [105].
Dass Fb SCF exprimieren, konnte bereits hinreichend demonstriert werden. Allerdings gibt es
in der Literatur keinen Hinweis darüber, welche der Splicevarianten durch die Swiss albino 3T3
Fb-Zelllinie exprimiert werden.
Mittels RT-PCR erfolgte, im Rahmen der vorliegenden Arbeit, der Nachweis der Expression
von SCF248 auf den verwendeten Swiss albino 3T3 Fb. Die Expression von SCF220 hingegen
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wurde ausgeschlossen. In den Zellkulturüberständen der Cokultur wurde jedoch kein lösliches SCF
detektiert. Lediglich die Überstände von Insert-Cokultur und Fb enthielten Spuren von SCF. Der
Westernblot zeigte eindeutig die Expression von SCF durch die untersuchten Fb, da sowohl in den
Totallysaten als auch in den Membranfraktionen spezifische Produktbanden nachgewiesen werden
konnten. SCF ist ein sehr stark und auch sehr heterogen glykolysiertes Protein, das Homodimere
ausbilden kann [79, 82, 106, 189, 190]. Somit handelt es sich bei den nachgewiesenen Produkten
sehr wahrscheinlich um die monomeren und die dimeren Formen von membranständigem SCF
im glykolysierten Status. Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die 3T3 Fb
SCF248 auf der Zelloberfläche exprimieren, welches jedoch kaum durch proteolytische Spaltung in
das Kulturmedium abgegeben wird.
5.5 Der SCF-Rezeptor Kit ist ein entscheidender aber nicht
ausschließlicher Mediator der Fb-induzierten Effekte auf MZ
Rekombinantes SCF, welches der löslichen Form entspricht, führt durchaus zur Expression
von MCPT-4 sowie zur Verstärkung der Produktion von Histamin und Heparin von BMCMC
und induziert somit die Differenzierung zu CTMC in vergleichbarem Maß wie Fb [100, 101].
Allerdings waren die in den damaligen Experimenten verwendeten SCF-Konzentrationen, mit
50 ng/ml bzw. 200 ng/ml, um ein vielfaches höher, als die hier in der Kultur verwendeten.
Dass SCF in der Cokultur membranständig verbleibt, kann demnach eine Ursache für die
Kontaktabhängigkeit der Fb-induzierten Effekte auf BMCMC sein. Daher wurde als nächstes
überprüft, inwieweit der MZ-Wachstumsfaktor SCF in der membranständigen Form für die
Fb-induzierten Veränderungen der BMCMC ursächlich ist. Dazu wurden BMCMC aus dem
Knochenmark von C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Mäusen generiert und in gleicher Weise wie die
Wt-BMCMC mit Fb cokultiviert. Die C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Mäuse tragen eine Inversionsmutation
im regulatorischen Bereich des kit Gens, die dazu führt, dass Kit in MZ und Melanozyten
nicht exprimiert wird [144–146]. Zusammengefasst verdeutlichen die Ergebnisse, dass auch
in den Kit-defizienten KitW-sh/W-sh-MZ die kontaktabhängige Fb-induzierte Proliferation und
Differenzierung in Richtung CTMC ausgelöst wurden, wenn auch in deutlich geringerem Ausmaß.
Damit wurde die Relevanz von Kit bestätigt, die bereits von Fujita et al. durch Cokultur-Versuche
mit ebenfalls Kit-defizienten WBB6F1-KitW/W-v-BMCMC gezeigt wurde [148, 155]. Im Gegensatz
zu Wt-BMCMC proliferierten KitW/W-v-BMCMC nicht und synthetisierten kein Heparin nach
Kontakt zu Fb. Auch die Cokulturen von BMCMC mit WCB6F-Sl/Sld-Fb, die den Kit Liganden
SCF nicht membranständig exprimieren, induzierte die Proliferation und Heparinsynthese von
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BMCMC nicht [156, 157]. Dabei ist anzumerken, dass Fujita et al. den Einfluss der Fb auf die
MZ ohne IL-3 untersuchten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals demonstriert
werden, dass es unter Zugabe von IL-3 auch unabhängig von Kit zur kontaktabhängigen
Fb-induzierten Proliferation und zur Differenzierung von BMCMC zu CTMC kommt.
Auch in vivo ist SCF ein wichtiger MZ-Wachstumsfaktor. Eine Arbeit von Hayashi et al.
verdeutlichte die essentielle Bedeutung von SCF bei der Einwanderung von MCP in die
Haut [169]. Dabei betrug die Anzahl von MCP in der Haut von WBB6F1-Sl/Sld-Embryonen,
verglichen mit dem Wt, weniger als 1 %, während die Migration der Vorläufer bis in den
Blutkreislauf nicht beeinträchtigt war. Auch die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen,
dass SCF/Kit-Wechselwirkungen die Phase der primären Besiedelung der Haut durch MZ
beeinflussen. Die Anzahl dermaler MZ in der Rückenhaut von KitW-sh/W-sh-Mausfeten betrug
am Tag 16 der Embryonalentwicklung nur 15 % der Anzahl von MZ in der Rückenhaut von
Wt-Feten, wobei am Tag E14 noch keine MZ nachweisbar waren. Dabei kann keine Aussage
darüber getroffen werden, ob die verringerte Anzahl von dermalen MZ auf Störungen bei der
Einwanderung von Vorläufern, der lokalen Proliferation oder dem Überleben der Vorläufer bzw. der
MZ zurückzuführen ist. Die Einwanderung der C57BL/6-KitW-sh/W-sh-MCP in die Dermis sollte aber
ungestört stattfinden, denn im Unterschied zu ausgereiften MZ von C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Mäusen,
exprimieren die MCP den SCF-Rezeptor Kit trotz der Mutation [144–146].
In Übereinstimmung mit den vorliegenden Daten, wiesen auch Yamazaki et al. in der Haut von
C57BL/6-KitW-sh/W-sh-Embryonen, am Tag 18 der Embryonalentwicklung reife MZ nach, wobei
deren Anzahl im Vergleich zum Wt 40 % betrug und damit ebenfalls deutlich reduziert war
[191]. Zusammengefasst zeigte jene Arbeit, dass die Expression von Kit im Hautgewebe der
KitW-sh/W-sh-Embryonen im Vergleich zum Wt stark verringert ist und nach der Geburt weiter
dramatisch abnimmt, gefolgt von der ebenfalls schnellen Abnahme der dermalen MZ. Die
Ergebnisse von Yamazaki et al. zeigen zudem, dass jeweils in der Haut der Embryonen an Tag 18 der
Embryonalentwicklung, der neugeborenen Mäuse und auch der 5 Tage alten Mäuse deutlich mehr
ausgereifte MZ, mit starker MC-CPA Expression, gezählt wurden, als Kit-exprimierende Zellen
[191]. Dies kann darauf hindeuten, dass Kit für die Ausreifung an sich nicht essentiell ist. SCF und
somit auch Kit sind für die Einwanderung der MCP in die Dermis und sehr wahrscheinlich auch für
die Proliferation und das Überleben lokal entscheidend. Dass es trotz Kit-Defizienz der MZ dennoch
zur finalen Ausreifung von CTMC in der Haut kommt, wenn auch in geringerer Anzahl, deutet auch
in vivo auf die Relevanz weiterer Fb-assoziierter Faktoren neben SCF für die Differenzierung und
Reifung der Haut-MZ hin.
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5.6 Das Adhäsionsverhalten von Kit-defizienten BMCMC ist mit dem
von Wildtyp-BMCMC vergleichbar
Da gezeigt werden konnte, dass die Adhäsion der MZ an die Fb für die Fb-induzierte Proliferation
und Differenzierung der MZ Voraussetzung ist, und dass beides in KitW-sh/W-sh-MZ deutlich
verringert ist, wurde untersucht ob bei KitW-sh/W-sh-MZ ein verändertes Adhäsionsverhalten vorliegt.
Bezüglich der Expression verschiedener Adhäsionsmoleküle auf KitW-sh/W-sh-MZ konnten keine
Unterschiede zu Wt-MZ festgestellt werden. Die Blockierungsversuche zeigten, dass die Adhäsion
der KitW-sh/W-sh-MZ ebenfalls durch VCAM-1 auf Fb und ↵4 7 auf MZ vermittelt wird. Somit
konnten keine Unterschiede im Adhäsionsverhalten aufgrund der Kit-Defizienz festgestellt werden.
Dies steht im Widerspruch zu bisher veröffentlichten Daten, die auf eine Relevanz des
SCF-Rezeptors Kit bei der Adhäsion vonMZ an Fb hinwiesen. Kaneko et al. zeigten beispielsweise,
dass Wt-BMCMC nicht an Sl/Sld 3T3 Fb adhärieren, die einen Defekt im scf -Gen tragen [192].
Des Weiteren war die Adhäsion von KitW/W-v- und KitW-sh/W-sh-BMCMC anWt-Fb verringert, wobei
KitW/W-v-MZ einen Defekt in der Tyrosinkinaseaktivität von Kit tragen undKitW-sh/W-sh-MZ defizient
für Kit sind [142–144]. Adachi et al. demonstrierten später, anhand von Experimenten mit MZ
mit verschiedenen Mutationen in kit, dass die extrazelluläre Domäne von Kit für die Bindung der
MZ an Fb essentiell ist [99]. KitW/W-MZ, die aufgrund einer Deletion der Transmembrandomäne
defizient für Kit sind [142], banden nicht an Fb. Hingegen entsprach die Bindung von KitW/W42-MZ,
deren Oberflächenexpression von Kit bei fehlender Kinaseaktivität intakt ist [193], der von Wt-MZ.
Jedoch handelte es sich bei den verwendeten MZ nicht um aus dem Knochenmark generierte
BMCMC, sondern umMZ, die aus Milzzellen generiert wurden. Interessanterweise demonstrierten
Serve et al. anhand einer aufwändigen Studie mit KitW-sh/W-sh-BMCMC, die mit normalen
und verschiedenen mutierten Kit-Varianten rekonstituiert wurden, dass die Kinaseaktivität am
Tyrosinrest 719 von Kit für die Adhäsion an Fibronektin notwendig ist [194]. Dabei erfolgt durch
Tyrosin 719 die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) über das Signalprotein p85.
Inwieweit die Kinaseaktivität auch bei der Adhäsion an Fb relevant ist, wurde nicht detailliert
untersucht. Dastych et al. zeigten, dass jener Signalweg in KitW/W-v-MZ intakt ist, was logisch
erklären könnte, dass KitW/W-v-MZ trotz der Mutation an Fb binden können [195]. Es erklärt jedoch
nicht, warum im Rahmen der hier gezeigten Ergebnisse KitW-sh/W-sh-MZ an Fb binden, die aufgrund
ihrer Kit-Defizienz den entsprechenden Signalweg nicht aufweisen. Einen wichtigen Hinweis gibt
jedoch eine Arbeit von Tan et al., die zeigt, dass auch das ↵4-Integrin über das Signalprotein p85 an
einen PI3K-Signalweg geknüpft ist, der an der Regulation der Migration von MZ beteiligt ist [188].
Wie in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, wird die Adhäsion von BMCMC an Swiss albino 3T3
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Fb durch ↵4 7 und VCAM-1 vermittelt wird. Eventuell gleicht die Aktivierung des ↵4 7-Integrins
die fehlende Kit-Aktivität aus, wodurch trotz Kit-Defizienz keine Verminderung der Adhäsion von
KitW-sh/W-sh-MZ an Fb erfolgt. Des Weiteren ist es denkbar, dass die unterschiedliche Dauer der
Adhäsionsversuche und der jeweils analysierte Zeitpunkt die verschiedenen Ergebnisse bedingen.
Während in der hier vorliegenden Arbeit die Zahl der gebundenenMZ bereits nach 30 min bestimmt
wurde, zählten Kaneko et al., die in ihrer Arbeit eine im Vergleich zu Wt-MZ verringerte Adhäsion
von KitW-sh/W-sh-MZ nachwiesen, die Anzahl der adhärenten MZ erst nach 3 Stunden [192]. Es
könnte demnach sein, dass bei der in dieser Arbeit betrachteten initialen Phase der Adhäsion von
BMCMC an Fb nicht Kit, sondern die nachgewiesene Integrin-vermittelte Bindung entscheidend
ist. Inwieweit Kit zu einem späteren Zeitpunkt relevant ist, wurde nicht untersucht.
5.7 Die Fb-induzierte Proliferation und -Differenzierung der MZ wird
durch membranassozierte Faktoren ausgelöst
Da die Adhäsion an immobilisiertes VCAM-1 zwar die Proliferation von BMCMC nicht aber deren
Differenzierung auslöste, wurde in einem besonderen Cokultur-Ansatz überprüft, ob der auslösende
Faktor löslich oder membranständig ist. Obwohl die Differenzierung nur nach direktem Zellkontakt
ausgelöst wird, wäre es möglich, dass der oder die auslösenden Mediatoren löslich sind und erst
in Folge der Adhäsion freigesetzt werden. So zeigten beispielsweise Matsuda et al., dass Fb, die
mit BMCMC und IL-3 kultiviert werden, den löslichen Wachstumsfaktor NGF freisetzen, der
zur Differenzierung von BMCMC zu CTMC führt [133]. Da ein Einfluss eines solchen löslichen
Faktors auf die Proliferation der BMCMC denkbar ist, wurde dies ebenfalls in die Untersuchung
einbezogen.
BMCMC wurden in einem Transmembraneinsatz im Überstand einer Cokultur simultan mit
interagierenden MZ und Fb kultiviert (spMZ), um den Einfluss von löslichen Mediatoren, die
während der Cokultur freigesetzt werden, auf die MZ zu untersuchen. Dieses Verfahren wurde
angewandt um sicher zu stellen, dass die Bedingungen, bezüglich der Zusammensetzung des
Kulturüberstandes, für die spMZ genau denen der CokuMZ entsprechen. Dies wäre beispielsweise
durch die Stimulation von BMCMC mit dem Überstand einer Cokultur nicht gewährleistet.
Wie die Zellzahlen am Tag 7 der Cokultur zeigten, proliferierten Wt- und auch KitW-sh/W-sh-spMZ
nicht stärker als die Kontrollen. Dies beweist, dass der oder die unbekannten Faktoren, die
unabhängig von Kit die gesteigerte Proliferation der MZ auslösen, membranständig von den
Fb exprimiert werden. Dies gilt ebenso für die Induktion der Differenzierung der MZ, wie die
quantitative Expressionsanalyse von hdc und mcpt4 verdeutlicht. Die Expressionslevel beider Gene
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von Wt- und KitW-sh/W-sh-spMZ unterschieden sich nicht von denen der jeweiligen InMZ und waren
auch im Vergleich zu den Kontrollen nicht verändert. Somit kann beispielsweise NGF, obschon er
in vitro die IL-3 abhängige Proliferation von BMCMC verstärkt und auch die Differenzierung zum
CTMC-Phänotyp auslöst [133], als Kandidat für den gesuchten Faktor ausgeschlossen werden.
5.8 Genomweite Expressionsanalyse zur Fibroblasten-induzierten
Mastzellen-Differenzierung
Die genomweite Expressionsanalyse zeigte umfassende Veränderungen im Expressionsprofil von
MZ nach 11 Tagen Cokultur mit Fb. Die bereits per RT-PCR gezeigte Hochregulation von hdc und
mcpt4 wurde durch die Microarraydaten bestätigt. Neben diesen beiden Genen war die Expression
weiterer Gene, deren Funktion mit dem Phänotyp und den Funktionen der CTMC assoziiert sind,
ebenfalls kontaktabhängig hochreguliert. Dazu zählen zum Beispiel der hochaffine Endothelin-1
Rezeptor A (etar-1), die DOPA Decarboxylase (ddc) und der primäre Hyaluronanrezeptor CD44.
Matsushima et al. zeigten, dass murine fötale Haut-MZ (fetal skin mast cells, FSMC) Etar-1 stark
exprimieren, BMCMC hingegen nur sehr schwach [196]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass es
durch Stimulation mit Endothelin-1, dem Liganden von Etar-1 [197], zur Degranulation von FSMC,
nicht aber von BMCMC, kommt [198]. Da FSMC ein in vitro-Modell für CTMC sind [199],
deuten diese Ergebnisse an, dass die erhöhte Etar-1 Expression als Marker für CTMC betrachtet
werden kann. Auch die erhöhte Expression der mRNA der DDC, die 5-Hydroxytryptophan zum
biogenen Amin Serotonin decarboxyliert, ist mit dem Phänotyp CTMC assoziiert. Serotonin, das
auch als 5-Hydroxytryptamine (5-HT) bezeichnet wird, wird von CTMC reichlich produziert.
MMC enthalten, im Gegensatz dazu kein oder nur geringe Mengen 5-HT (Übersicht in [200]).
CD44 ist der primäre Rezeptor für Hyaluronan, einer der Hauptbestandteile der extrazellulären
Matrix in Bindegeweben [201]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen eine kürzlich
veröffentlichte Arbeit von Takano et al., die nachwies, dass die CD44 Expression von MZ
nach der Cokultur mit Fb hochreguliert war und mit der terminalen Differenzierung von CTMC
zusammenhängt [164].
Ebenfalls kontaktabhängig hochreguliert wurde die mRNA-Expression von Vascular endothelial
growth factor (VEGF). VEGF ist von großer Bedeutung bei der Vaskulogenese, der Neuanlage des
Endotheliums während der Embryonalentwicklung und bei der Angiogenese, dem Auswachsen
von Gefäßen aus bereits bestehendem Endothelium, z.B. im Rahmen von Wachstums- und
Wundheilungsprozessen (Übersicht in [202, 203]. VEGF zählt zu den Mediatoren, die in den
Granula der MZ präformiert gespeichert und z.B. nach Aktivierung durch IgE und spezifisches
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Antigen sofort freigesetzt werden [204]. Ob und inwieweit die VEGF Expression in den
verschiedenen MZ Populationen unterschiedlich ist, ist bisher weitgehend unbekannt. Eine Arbeit
von Fan et al. zeigte jedoch, dass sich die VEGF-Produktion im Verdauungstrakt der Ratte
hauptsächlich auf die MZ des MMC-Phänotyps beschränkt. Die Autoren deuteten ihre Ergebnisse
so, dass die VEGF-Produktion möglicherweise als ein Merkmal der MMC und nicht der CTMC
betrachtet werden könne [205]. Andererseits ist bekannt, dass auch murine Haut-MZ, die zu CTMC
zählen, VEGF produzieren und freisetzen können, was Teil ihrer Funktion im Immunsystems der
Haut ist [6, 196]. Obwohl die erhöhte VEGF-Expression nicht eindeutig als Differenzierungsmarker
für CTMC betrachtet werden kann, ergänzt sie das Bild von der Fb-induzierten Differenzierung und
insbesondere der Ausreifung von BMCMC zu reifen CTMC.
Ebenso verhält es sich mit der kontaktabhängigen Hochregulation der Genexpression der
Chemokine CCL1 (I-309), CCL9 (macrophage inflammatory protein-1g, MIP-1 ), CXCL2
(MIP-2) und CXCL10 (interferon gamma-induced protein 10 kDa, IP-10). Es handelt sich
zusammengefasst um Chemokine, die an der Rekrutierung von MZ und anderen Immunzellen wie
Neutrophilen, Monozyten und dendritischen Zellen in entzündlich veränderte periphere Gewebe
beteiligt sind [206–209]. Auch hierbei handelt es sich nicht um Marker für CTMC, aber um
Mediatoren, die eine Relevanz für die Funktion reifer MZ in peripheren Geweben haben.
Die Hypothese der Kontaktabhängigkeit der FB-induzierten Differenzierung der unreifen MZ
zu reifen MZ konnte auch durch die Herabregulation der Expression von Integrin  7 und der
Chemokinrezeptor CXCR2 sowie CX3CR1 in den CokuMZ bestätigt werden. Integrin  7 und
CXCR2 werden von MZ-Vorläufern exprimiert und sind zum Beispiel an ihrer Rekrutierung
in die Schleimhaut des Dünndarms involviert [66, 67]. Inwieweit sie für die Rekrutierung von
MZ-Voräufern in die Dermis relevant sind, wurde bisher jedoch nicht untersucht. CX3CR1 ist
der Rezeptor für Fractalkine, ein besonderes Chemokin, das als einziges auch membranständig
exprimiert wird und als Adhäsionsmolekül fungieren kann [210, 211]. Murine BMCMC und
humane Haut-MZ exprimieren CX3CR1 und zeigen Chemotaxis in Richtung Fractalkine, was
auf eine mögliche Bedeutung des Rezeptors an der Einnistung von dermalen MZ hinweist
[212]. CX3CR1-knock out-Mäuse zeigen nach Verbrennung eine verzögerte Wundheilung der
Haut und verringerte Angiogenese, assoziiert mit einer reduzierten Einwanderung von myeloiden
Zellen [213]. Da MZ von myeloiden Vorläuferzellen abstammen und von Bedeutung bei der
Wundheilung der Haut sowie der Angiogenese sind [28, 31, 45], könnte CX3CR1 eventuell an der
Migration von MZ-Vorläufern in die Dermis beteiligt sein. Eine kontaktabhängige Verringerung der
CX3CR1-Expression auf BMCMC nach der Cokultur mit Fb kann somit mit der kontaktabhängigen
Differenzierung zu reifen CTMC zusammenhängen.
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Neben den durch die Adhäsion an die Fb regulierten Gene konnten auch Gene identifiziert werden,
deren Expression durch die Cokultur ohne direkten Kontakt zu Fb verändert wurde. Darunter sind
beispielsweise die Gene für den Chemokinrezeptor CXCR4 sowie für die Integrine ↵M (itgam) und
 2 (itgb2).
CXCR4 ist der Rezeptor für das Chemokin CXCL12 [214, 215], auch stromal cell derived
factor-1a (SDF-1↵) genannt, das in der Haut konstitutiv vom Endothel exprimiert wird [216].
Die CXCL12/CXCR4-Interaktion spielt in der Homöostase bzw. Rekrutierung verschiedener
normaler und maligner Stamm- und Vorläuferzellen eine Rolle und ist ein wichtiges Ziel in der
Krebsforschung (Übersicht in [217]). Auch auf MZ wirkt CXCL12 über CXCR4 chemotaktisch
[218]. Sowohl humane als auch murine MZ exprimieren CXCR4 [219, 220]. Die hier vorliegenden
Ergebnisse zeigen interessanterweise, dass die mRNA Expression von CXCR4, verglichen mit
den BMCMC, in den InMC erhöht war, in den CokuMZ hingegen nicht. Das deutet darauf hin,
dass Fb einen löslichen Mediator freisetzen, der die CXCR4 Expression der MZ erhöht, um evtl.
Chemotaxis auszulösen. Bei Adhäsion der MZ an Fb scheint eine Verstärkung der Expression
nicht stattzufinden oder wird wieder verringert. Dies wurde jedoch nicht näher untersucht. Wie im
Allgemeinen die Expression von CXCR4 in MZ reguliert ist, wurde bisher kaum untersucht. Die
Arbeit von Matsuura et al. zeigte aber, dass murine BMCMC CXCR4 exprimieren, und dass ein
löslicher Faktor im Serum die Expression erhöht. Die Inkubation der BMCMC mit SCF hingegen
inhibierte diese Steigerung der mRNA-Expression von CXCR4, nicht aber die basale Expression
des Rezeptors [220]. Die Schlussfolgerung der Autoren, dass die CXCR4-Expression in unreifen
MZ im Zusammenhang mit der Einwanderung möglicherweise erhöht ist und sehr wahrscheinlich
bei der Reifung im Gewebe herunterreguliert wird, steht im Einklang mit den Ergebnissen der hier
vorliegenden Arbeit.
Die Expressionsniveaus von itgam und itgb2, den Transkripten der Integrine ↵M und  2, waren
in InMZ und in CokuMZ gleichermaßen erhöht. Rosenkranz et al. zeigten, dass die Anzahl der
MZ im Peritoneum und der Rückenhaut, beides Gewebe, die MZ des CTMC Typs enthalten, in
↵M 2-defizienten Mäusen verringert ist [68]. Dies deutet zusammengenommen darauf hin, dass
das Intgrin ↵M 2 an der Homöostase von CTMC beteiligt sein könnte.
5.9 Schlussfolgerungen
Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern die bisherigen Erkenntnisse über den Einfluss von Fb
auf die Biologie der MZ. Die Daten der genomweiten Expressionsanalyse verdeutlichen die
umfassende Differenzierung der MZ nach Kontakt mit Fb. Es konnte gezeigt werden, dass Fb
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unreife BMCMC so beeinflussen, dass sie zu reifen CTMC differenzieren und dass dies von der
Adhäsion der MZ an Fb abhängig ist. Durch die Cokultivierung der Zellen und die Untersuchung
der Adhäsion, konnte insbesondere der Mechanismus der MZ/Fb Interaktion genauer charakterisiert
werden. Einerseits konnten bisherige Arbeiten bestätigt werden, die zeigten, dass der durch die Fb
exprimierte MZ Wachstumsfaktor SCF hierbei eine sehr wichtige Rolle einnimmt. Andererseits
weisen die Ergebnisse deutlich auf die Relevanz von SCF/Kit-unabhängigen Mechanismen bei der
Regulation der Fb-induzierten MZ-Differenzierung und -Proliferation hin. Auf diese Erkenntnisse
können weiterführende Untersuchungen aufbauen, um diesen neuenMechanismus zu identifizieren,
der möglicherweise als therapeutisches Ziel verwendet werden könnte, um den Phänotyp bzw. die
Anzahl von MZ in peripheren Geweben zu modulieren. Dies ist von Interesse, da MZ wichtige
Effektorzellen des adaptiven und des angeborenen Immunsystems sind und daher im Rahmen
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